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En trabajos previos, los grupos de los doctores Pérez-Sala, Boscá y Rojas, demostraron que H-Ras 
se activa por la unión de la prostaglandina ciclopentenona (cyPG) 15dPGJ2 mediante la formación de 
un aducto de Michael. En esta tesis, se muestra que la cyPG PGA1 se une a H-, N- y K-Ras-4B, 
formando también un aducto de Michael, con una estequiometría 3:1, 2:1, y 1:1, respectivamente. 
PGA1 no sólo se une a estas tres isoformas de Ras sino que también las activa, siendo la cisteína 118 
la más importante en la activación de Ras por PGA1.  
hSprouty2 (hSpry2) es una proteína capaz de inhibir la vía de ERK-Elk1 inducida por diversos 
factores de crecimiento como FGF. En esta tesis, se demuestra que hSpry2 también puede bloquear 
la activación de ERK-Elk1 por PGA1. hSpry2 no inhibe la activación de Ras inducida por PGA1.  
También se ha demostrado que, en células HeLa, la sobreexpresión de hSpry2-Y55F produce un 
aumento de la activación transcripcional de NF-κB, que es inhibida totalmente por la co-transfección 
con el súperrepresor IκBα-32-36. Hemos encontrado que tanto hSpry2-wt, como el mutante Y55F, 
interaccionan in vivo con TRAF2, una proteína clave en la transducción de señales desde TNFRs. La 
sobreexpresión conjunta de TRAF2 y hSpry2-Y55F activa sinergísticamente a NFκB en ausencia de 
estimulación. hSpry2-wt y hSpry2-Y55F interaccionan con p65 in vivo, no obstante se desconoce si 
esta interacción se da en localizaciones citoplasmáticas o nucleares, localizaciones en las cuales se 
ha detectado la presencia de hSpry2. Ensayos EMSA con células SW480-ADH, muestran que la 
sobreexpresión de hSpry2-wt y hSpry2-Y55F, influye en la naturaleza de los dímeros NF-κB que se 
activan. No obstante, el mecanismo de actuación de hSpry2 sobre esta vía está aún por definir. 
 
Previous work, by the groups of Pérez-Sala, Boscá and Rojas, has pointed out that the 15dPGJ2 
cyclopentenone prostaglandin (cyPG) activates H-Ras trough a covalent modification of Ras by a 
Michael addition. This thesis shows that PGA1 cyPG binds H-, N- and K-Ras-4B through a Michael 
reaction, being the stoichiometry for each of the Ras isoforms 3:1, 2:1 and 1:1 repectively. PGA1 not 
only binds Ras isoforms but it activates them as well, being the 118 cysteine the most important 
residue for Ras activation. 
hSprouty2 protein (hSpry2) down-regulates FGF-dependent ERK-Elk1-activation. This thesis shows 
that hSpry2 blocks PGA1 ERK-Elk1 activation. hSpry2 does not inhibit Ras activation by PGA1.  
In addition, it has also been proven that hSpry2-Y55F overexpression in HeLa cells activates NF-
κB. The effect of hSpry2-Y55F on the NF-κB pathway is abrogated by the superreppressor IκBα-32-
36. Co-immunoprecipitation experiments, show an interaction between TRAF2, a key protein in the 
TNFα-NF-κB pathway, and both hSpry2-wt and hSpry2-Y55F. Overexpression of TRAF2 and hSpry2-
Y55F simultaneously, activates NF-κB synergistically in absence of any stimulus. hSpry2-wt and 
hSpry2-Y55F interact with p65 in vivo, however it has not been tested if it does with cytoplasmatic or 
nuclear p65, localizations in which we have detected Sprouty proteins. In SW480 cells, EMSA assays 
show that overexpression of hSpry2-wt and hSpry2-Y55F does affect which NFκB dimmer becames 
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15dPGJ2  15-deoxi-∆12,14-PGJ2 
AA  Ácido Araquidónico 
ADAM  A Desintegrin and Metalloproteinase protein 
ASK  Apoptosis Signal-Regulating Kinase 
Bcl-3   B-cell CLL/lymphoma 3 protein 
CBP  CREB-Bindind Protein 
c-Cbl  Casitas B-Lineage Lymphoma protein 
cIAP1   cellular Inhibitor of Apoptosis 1 
Cin85  c-Cbl-interacting protein 85 
COX  Ciclooxigenasa 
CSK  Casein-kinase 
cyPG  ciclopentenona Prostaglandina 
DAG  Diacilglicerol 
DD   Death Domain 
DIC  Contraste Interdiferencial  
DMBA  7,12-Dimetil BenzaAntraceno 
EC  Extractos Celulares 
EGF  Epidermal Growth Factor 
EGFR  EGF Receptor 
eIF4A  eukaryotic translation Initiation Factor 4A 
EM  Espectrometría de Masas 
EMSA  Electromobility Shift Assay, ensayos de retardo en gel 
ERK  Extracellular-signal Related Kinase  
FADD  FAS-Associated Death Domain 
FGF  Fibroblast Growth Factor 
FGFR  FGF Receptor 
GAP  GTPase-Activating Protein 
GCK  Germinal Center Kinase 
GEF  Guanine nucleotide Exchange Factor 
Grb2  Growth factor receptor-bound protein 2. 
GST  Glutation S-Transferasa 
HeLa  Células de Henrietta Lacks 
H-Ras  Harvey-Rous Avian Sarcoma  
IB  Inmunoblot 
IκB  Inhibitor of IκB 
IKK  IκB-Kinase 
IP  Inmunoprecipitación 
IL-10  Interleukina 10 
JNK  c-jun N-Terminal Kinase 
Keap  Nrf-2/Kelch-like ECH-associating protein  
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K-Ras  Kirsten-Rous Avian Sarcoma  
KO  Knock-Out 
LMP1  Proteína Latente de Membrana del virus Epstein-Bar 
LPS  Lipopolisacárido 
MALDI-TOF  Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time of Flight 
MAPK  Mitogen-Activated Protein Kinase 
MATH  Meprin and TRAF homology domain  
MCP  Membrane cofactor protein 
MEF  Mouse Embrionic Fibroblast 
MEK  MAP-ERK Kinase (MAP2K) 
MEKK  Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase (MAP3K) 
MKK  Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase (MAP2K) 
MNK  MAPK-interacting Kinase 
NEMO  NF-κB Essential Modulator  
NF1  Neurofibromina 1 
NF-κB  Nuclear Factor κB 
NIK  NF-κB Inducing Kinase 
N-Ras  Neuroblastoma-Rous Avian Sarcoma 
ORF  Open Reading Frame 
PD  Pull-Down 
PDK  3'-phosphoinositide-dependent kinase 
PG  Prostaglandina 
PGI2  Prostaciclina 
PGA1  Prostaglandina A1 
PI3K  Phosphoinositide 3-kinase 
PI3P  PhosphatidylInositol (3,4,5)-trisPhosphate 
PKC  Protein Kinase C 
PKD  Protein Kinase D 
PLA2  Phospholipase A2  
PLC  Phospholipase C  
PLD  Phospholipase D  
PP2A  Protein Phosphatase 2A 
PPAR  Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 
PTB  Phospho-Tyrosine Binding domain 
Raf  Ras-activated factor 
Ral  Ras-related protein 
Ras-GRF  Ras-Guanine Releasing Factor 
Ras-GRP  Ras-Guanine Releasing Protein 
RBD  Ras-Binding Domain 
RE  Retículo endoplasmático 
Rel  Proteina relacionada con el oncogen de reticuloendoteliosis
RIP1  Receptor Interacting Protein 1 
RIN1  Ras and Rab interacting protein-1 
ROS  Reactive Oxygene Species 
RSK  p90 Ribosomal S6 Kinase 
RTK  Receptor Tirosina Kinasa 
SH2  Src homology 2 domain 
SIAH2  Seven in Absentia Homolog 2 
SODD  Silencer of Death Domain 
Acrónimos y Abreviaturas 
  - 17 -  
SOS  Son of Sevenless 
SPRED  Spry related protein 
Spry  Sprouty 
SRC  Proteína Rous sarcoma virus 
t.a.  temperatura ambiente 
TAB  TAK-Binding Protein 
TACE  TNF a Converting Enzyme 
TAK  TGFβ-Activated Kinase  
TPA  Phorbol diester 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate 
TIAM-1  T-cell lymphoma invasion and metastasis-1 
TNFα  Tumor Necrosis Factor α  
TNFRI  TNFα  Receptor I  
TNFRII  TNFα  Receptor II 
TRADD  TNFRI-Associated Death Domain 
TRAF  TNFR-Associated Factor 
TRX  Tiorredoxina 
UB  Ubiquitina 
Ubc13  Ubiquitin-conjugating enzyme 13 
Uev1A  Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1 isoform A 
VEGF  Vascular Ephitelial Growth Factor 
VIH  Virus de la Inmunodeficiencia Humana 
vs.  En comparación con 
Y55F  Mutante en la tirosina 55 de hSprouty2 
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1. TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES Y RECEPTORES TIROSINA 
QUINASA                 
 
Las vías de transducción de señales conectan la activación de los receptores de la 
superficie celular con los procesos transcripcionales que regulan proliferación, 
diferenciación, apoptosis, migración y metabolismo celular. Los Receptores Tirosina 
Quinasa (RTKs) son proteínas transmembrana con un dominio enzimático tirosina quinasa 
en su extremo intracelular (Pawson, 2002; Haugh et al., 2002; Di Fiore et al., 2001). Los 
RTKs dimerizan cuando se unen sus ligandos extracelulares, como los factores de 
crecimiento epitelial (EGF), de fibroblastos (FGF) o de epitelio vascular (VEGF) (Figura 1). 
La dimerización de los RTKs provoca su activación y su autofosforilación en residuos de 
tirosina, residuos que sirven de anclaje a proteínas con dominios de unión a fosfo-tirosinas 
(PTB) (Schlessinger, 2000). Estas proteínas tienen funciones adaptadoras, como Grb2 que 
recluta a Sos a la membrana, o son enzimas que se activan por su unión a los RTKs, como 
PLCγ o PI3K. 
          
Figura 1. Activación de los Receptores Tirosina Quinasa por factores de crecimiento
(RTKs). Tras la unión del factor de crecimiento, los RTKs dimerizan y se produce la
autofosforilación de los mismos, esta fosforilación sirve de anclaje a otras proteínas. Los
receptores activados son endocitados para su degradación. Algunos receptores son capaces de
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La duración e intensidad de una ruta de señalización debe estar estrictamente regulada 
puesto que una activación aberrante puede dar lugar a la aparición de tumores y otras 
patologías (Bache et al., 2004; Robertson et al., 2000). Esta regulación se produce de 
diversas formas: por la endocitosis del receptor que mediada por un conjunto de proteínas, 
como c-Cbl que ubiquitina al receptor de EGF (Haglund et al. 2003; Mosesson et al., 2003), 
por la inactivación del receptor mediada por tirosina fosfatasas (Ostman y Bohmer, 2001), 
o por la intervención de proteínas que atenúan la activación de vías efectoras como por 
ejemplo Sprouty2 (Spry2) (Cabrita y Christofori, 2008). 
 
2. RAS Y LA TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES 
 
Las proteínas Ras son GTP-asas con una masa molecular de aproximadamente 21 KDa. 
Oscilan entre un estado inactivo y otro activo, dependiendo de si están unidas a 
nucleótidos de guanosina difosfato (GDP) o trifosfato (GTP) respectivamente. El estado de 
activación de Ras está controlado por dos grupos de proteínas: GEFs y GAPs (Figura 2A). 
Los factores intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEFs), promueven la disociación 
del GDP de Ras, lo que facilita que se una en su lugar el GTP que es más abundante en la 
célula. Por otro lado, las proteínas activadoras de GTPasas (GAPs) estimulan la actividad 
GTPasa intrínseca de Ras, es decir, promueven que Ras hidrolice el GTP quedándose unido 
a GDP. En mamíferos se han identificado tres grupos de proteínas Ras-GEF: Sos (Sos1 y 
Sos2), Ras-GRF (Ras-GRF1 y Ras-GRF2) y Cal-DAG/Ras-GRP (Cal-DAG-II/Ras-GRP1 y Cal-
DAG-III/Ras-GRP3); en cuanto a las GAPs, existen dos grupos principales p120GAP y NF1 
(Rojas y Santos, 2006). 
Todas las proteínas G tienen una estructura conservada en las zonas de interacción con 
GDP/GTP, llamadas “motivos G” (Figura 2C; Wennerberg et al., 2005). Ras-GDP y Ras-GTP 
tienen conformaciones distintas, especialmente en las regiones llamadas switch I y switch 
II (Figura 2B; Tong et al., 1991; Boriack-Sjodin et al., 1998). La región switch I de Ras-
GTP, es la zona principal de reconocimiento de los efectores de Ras, es decir, de aquellas 
proteínas que deben continuar con la señal intracelularmente. Estas proteínas poseen un 
dominio de unión a Ras-GTP (Ras-Binding Domain: RBD; Herrmann et al., 1995; Huang et 
al., 1997). Ras-GTP puede activar distintas cascadas de señalización siendo las más 
estudiadas la vía de Raf-MEK-ERK, la vía de PI3K y la vía de Ral-GDS. Otras proteínas 
efectoras de Ras menos conocidas incluyen a Rin-1 (Colicelli et al., 1991), Tiam1 (un GEF 
de otra GTPasa monomérica de la familia de Ras llamada Rac; Lambert et al., 2002) y PLCε 
(Kelley et al., 2001). 
Ras activo dirige a Raf a la membrana plasmática donde Raf se activa (Kikuchi et al., 
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1994), Raf activado fosforila a MEK1 y MEK2 y éstas, a su vez, fosforilan a ERK1 y ERK2, 
que pueden entonces translocarse al núcleo. ERK es una quinasa con substratos 
citoplasmáticos y nucleares. Entre los primeros están Sos (Chen et al., 1996), Mnk 
(Waskiewicz et al., 1997) o Rsk (Gavin et al., 1999) y, entre los nucleares, diversos 
factores de transcripción como Elk-1 (Marais et al., 1993) o c-Myc (Gupta et al., 1993). 
  La fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3K) tras su interacción con Ras, fosforila a 4,5-P2-
fosfoinositoles de la membrana plasmática interna en la posición D3 del anillo inositol, para 
producir 3,4,5-P3-fosfoinositoles (PI3Ps) (Carpenter y Cantley, 1996). Los PI3Ps reclutan a 
la quinasa AKT/PKB a la membrana permitiendo su fosforilación por PDK1 (Alessi et al., 
1997). La señalización de AKT es crítica en la supervivencia celular ya que inhibe vías 
apoptóticas (Shi et al., 2004, Gupta et al., 2004, Wendel et al. 2004). 
Ral-GDS es un GEF de Ral, otra GTPasa monomérica de la familia de Ras, que se activa 
Figura 2. (A) Ciclo de activación de Ras. Ras-GTP es capaz de interactuar con sus efectores 
iniciando así distintas cascadas de señalización. (B) Estructura tridimensional de Ras y 
diferencias en la conformación entre Ras-GDP Y Ras-GTP. Las zonas de Ras que sufren un 
mayor cambio en su conformación son las regiones switch I y II (rojo). Los motivos G1-G5, de 
interacción con el nucleótido, están representados en azul. Esta figura ha sido tomada de 
Wennerberg et al., 2005. (C) Estructura de Ras esquematizada. El dominio G comprende a las 
regiones más conservadas de las proteínas Ras. En el extremo C-terminal están las señales de 
localización en membrana que se describen en el texto más adelante.  
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por mediación de Ras-GTP (Spaargaren y Bischoff, 1994; Wolthuis et al., 1998). Ral está 
involucrado en la regulación del ciclo celular (Henry et al., 2000), en la endocitosis mediada 
por receptor (Nakashima et al., 1999), en la activación de PLD1 (Frankel et al., 1999), en la 
regulación del citoesqueleto de actina (Ohta et al., 1999) y en la activación de Src (Goi et 
al., 2000).  
Ras es importante en muchos procesos fisiológicos como en proliferación (Costa et al., 
2008), diferenciación (Takahashi et al., 2003), motilidad (Alexandrova et al., 2006), tráfico 
intracelular (Giovannardi et al., 2002), morfogénesis (Kumar et al., 2005) y respuesta 
inmune (Pérez de Castro et al., 2003 y 2004). Ras es también importante en procesos 
patológicos como el desarrollo de tumores, de hecho fue uno de los primeros oncogenes 
identificados. Se han encontrado mutaciones de alguno de los genes ras en un 30% de los 
tumores humanos, incluyendo sarcomas, carcinomas, neuroblastomas, leucemias y 
linfomas (Lowy y Willumsen, 1993; Campbell et al., 2004).  
 
2a. LAS PROTEÍNAS RAS 
 
La familia de proteínas Ras incluye a las isoformas H, N, K-Ras4A y K-Ras4B (Rojas y 
Santos, 2002). Comparten una homología del 100% en los 85 aminoácidos del extremo N-
terminal, que disminuye hasta el 80% en los residuos 85-165 (región variable) y hasta el 
15% en los residuos C-terminales restantes (región hipervariable).   
K-Ras presenta dos variantes en la región hipervariable, K-Ras4A y K-Ras4B, originadas 
por un procesamiento alternativo del exón 4 (a partir de este momento cuando se 
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Y R M K K L N S S D D G T Q G C M G L P C V V M  
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Farnesilación, palmitoilación
Caja CAAX





100 % 90 % 10-15 %
DOMINIO: CONSTANTE VARIABLE HIPER-VARIABLE
1 85 165
?
Figura 3. Estructura y modificaciones postraduccionales de las isoformas de Ras. Las cisteínas
farnesiladas aparecen en verde, y las palmitoiladas en naranja. Las región de polilisinas en K-Ras-
4B aperecen en azul. La raya punteada rosa indica el lugar de proteolisis en la caja CAAX. 
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traduccionalmente. Las tres isoformas se farnesilan en la cisteína C-terminal comprendida 
en el motivo denominado “caja CAAX” (A representa un aminoácido alifático y X metionina 
o serina; Hancock et al., 1989 y 1991a). El procesamiento continúa con el corte proteolítico 
de los residuos AAX y la carboxi-metilación de la cisteína (Figura 3) (Hancock et al., 
1991b). H- y N-Ras se palmitoílan, H en las cisteínas 181 y 184, y N en la única cisteína 
disponible que posee en la región hipervariable, la 181 (Hancock et al., 1989). K-Ras 4B, 
sin embargo, posee una serie de lisinas con las que interacciona electrostáticamente con 
fosfolípidos de membrana (Hancock et al., 1990; Wright y Philips, 2006).           
Las proteínas Ras deben estar asociadas a membrana para ser funcionales (Willumsen et 
al., 1984). Las isoformas de Ras se encuentran en membrana plasmática, retículo 
endoplasmático, Golgi y mitocondria (Rocks et al., 2005; Arozarena et al., 2004; Bivona et 
al., 2006). La isoprenilación es la responsable de anclar a Ras a la membrana, mientras 
que las otras modificaciones son las que rigen su localización en membrana plasmática o 
en membranas de orgánulos subcelulares. H- y N-Ras oscilan entre la membrana 
plasmática y Golgi siguiendo ciclos de despalmitoilación-palmitoilación, siendo el tiempo de 
residencia en membrana plasmática mayor con la di-palmitoilación (Rocks et al., 2005). La 
fosforilación de K-Ras por PKC en una serina de la región hipervariable, induce su 
translocación de la membrana plasmática a retículo endoplasmático, Golgi y mitocondria 
(Bivona et al., 2006).  
Se pensaba que las isoformas de Ras tenían funciones redundantes, sin embargo, 
muchos datos apuntan a que esto no es así. La pérdida del gen K-ras es letal en ratones 
mientras que la de los genes H- y N-ras no lo es (Esteban et al., 2001), la activación de las 
isoformas de Ras es dependiente del estímulo y del tipo celular (Millán et al., 2003; 
Ehrhardt et al., 2004), cada isoforma de Ras activa más potentemente determinadas vías 
efectoras (Voice et al., 1999; Oliva et al., 2004; Tian et al., 2007; Millán et al., 2003) y 
distintos tumores presentan distintas alteraciones para una determinada isoforma de Ras 
(Lowy y Willumsen, 1993; Campbell y Der, 2004). Parece que estas diferencias entre las 
isoformas de Ras se deben, en gran parte, a su distinta localización subcelular tanto en 
microdominios de la membrana plasmática (Hancock y Parton, 2005; Arozarena et al., 
2004), como en endomembranas (Chiu et al., 2002; Pérez de Castro et al., 2004). 
     
3. SPROUTY, UN REGULADOR NEGATIVO DE RTKs  
 
Las proteínas Sprouty (Spry) son reguladores de las rutas de señalización mediadas por 
RTKs. Spry fue identificado en un análisis genético en Drosophila melanogaster, como un 
regulador negativo de la activación de ERK inducida por FGF (Hacohen et al., 1998). La 
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sobreexpresión de dSpry disminuye la ramificación traqueal mientras que la pérdida de 
función resulta en una híper-ramificación. La proteína dSpry inhibe la señalización mediada 
por los RTKs, pero además, es la propia ruta de señalización la que induce la expresión de 
dSpry, sugiriendo para esta proteína un papel de regulador de retroalimentación negativo 
(Hacohen et al., 1998). 
dSpry no sólo afecta a la activación de ERK inducida por el FGFR sino también por el 
EGFR. En el desarrollo de la glía, de las neuronas y de los ojos en Drosophila, el EGFR 
juega un papel muy importante y en todos estos tejidos, la pérdida de función de dSpry 
durante el desarrollo provoca un aumento del número de células en estos tejidos (Kramer 
et al., 1999; Casci et al., 1999). La activación del EGFR promueve la expresión de dSpry en 
las células de los folículos del ovario y en el disco imaginal del ala (Reich et al., 1999). La 
sobreexpresión de dSpry en estos tejidos produce fenotipos similares a la pérdida de 
función del EGFR. 
 
3a. LAS PROTEÍNAS SPROUTY EN MAMÍFEROS 
 
En mamíferos existen cuatro isoformas de Spry. Todas las proteínas Spry, 
independientemente de la especie y de la isoforma, presentan una alta homología en su 
extremo C-terminal, una región rica en cisteínas llamado “dominio Sprouty” que es 
característico de la familia de proteínas Spry y Spred (Figura 4) (Wakioka et al., 2001; Lim 
et al., 2000). Este dominio, además de ser el responsable de la localización en membrana 
de Spry dependiente de la estimulación por factores de crecimiento, contiene un dominio 
de unión a Raf y es la zona por donde las proteínas Spry dimerizan (Sasaki et al., 2001; 
Tefft et al., 2002, Hanafusa et al., 2002; Lim et al., 2002). 
Las proteínas Spry de mamíferos tienen una masa molecular de aproximadamente 35 
kDa. De todas las isoformas, Spry2 es la que presenta una mayor homología entre especies 
(Minowada et al., 1999). Dentro del extremo N-terminal, existe una tirosina conservada en 
todas las isoformas que se corresponde con la posición 55 en hSpry2. Estudios con un 
dominante negativo de la tirosina-quinasa Src, con inhibidores químicos y con células que 
no expresan las quinasas más ubicuas de la familia de Src, sugieren que la fosforilación del 
residuo 55 de hSpry2 es debida a Src o a una quinasa de esta familia (Rubin et al., 2005, 
Mason et al., 2004, Li et al., 2004).  
En mamíferos, Spry también está relacionado con el desarrollo de estructuras ramificadas 
como el desarrollo pulmonar y la angiogénesis (Tefft et al., 1999; Perl et al., 2003; 
Impagnatiello et al., 2001). Sin embargo, es una cuestión controvertida para qué RTKs es 
específico Spry en mamíferos. La inhibición que Spry1 y Spry2 ejercen en la activación de 
ERK mediada por FGF y VEGF está ampliamente descrita en la bibliografía 
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Figura 4. Estructura de la proteína hSpry2 y descripción de los sitios de interacción con 
otras proteínas. La región entre los aminoácidos 1 y 177 (en negro) se corresponde al 
fragmento aceptado como región N-terminal de Spry, la zona gris se corresponde con la 
región C-terminal. Dentro de la región C-terminal está el dominio Spry. En el gráfico figuran 
las proteínas descritas que interaccionan con hSpry2, junto con la regiones o dominios de 
ambas proteínas que intervienen en la unión. Cuando la zona de hSpry2 implicada consiste de 
un pequeño número de aminoácidos, la secuencia de estos aparece especificada, si no, se 
indica la región. Cuando existe un aminoácido crítico para la interacción, éste aparece 
resaltado en azul. Está señalada en rojo la posición de la tirosina 55 por su especial 
relevancia. Las flechas azules indican que la unión es constitutiva y las amarillas que es 
inducida por un factor de crecimiento, EGF o FGF. En la tabla inferior aparece un listado de 
referencias que indican la publicación en la que dicha interacción ha sido descrita. 
*La interacción fue mapeada usando péptidos sintéticos. Esta interacción sólo se detectó 
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Li et al., 2004Src Y527F*
Hanafusa et al., 2002; Mason et al., 2004;
Sasaki et al., 2001; Nadeau et al., 2007Spry 1,2 y 4
Nadeau et al., 2007Siah2
Sasaki et al., 2003; Tefft et al., 2002c-Raf
Lao et al., 2007PP2A
Martínez et al., 2007Grb2
Haglund et al., 2005Cin85
Rubin et al., 2003; Fong et al., 2003, Mason et al., 2004SH2
Wong et al., 2001Ring finger
c-Cbl
Cabrita et al., 2006Caveolina
Tsavachidou et al., 2004B-Raf
ReferenciaInteracción
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Impagnatiello et al., 2001; Rubin et al., 2005; Sasaki et al., 2001; Klein et al., 2006; Lee et 
al., 2001). Los mioblastos murinos no diferencian a miotubos en presencia de FGF debido a 
la activación de ERK, sin embargo, la sobreexpresión de hSpry2 permite que sí lo hagan 
(de Álvaro et al., 2005).  
Distintos datos apuntan a que Spry juega también un papel en la ruta mediada por el 
EFGR. hSpry2 se transloca a la membrana plasmática tras la estimulación por EGF (Lim et 
al., 2000) e inhibe distintos procesos biológicos inducidos por EGF como la proliferación en 
células endoteliales o la migración de células HeLa (Impagnatiello et al., 2001; Gross et al., 
2001; Yigzaw et al., 2001). Tanto EGF como FGF promueven la expresión de Spry 
endógeno (Sasaki et al., 2001, Rubin et al., 2005). 
Varios autores sugieren que hSpry2 no sólo no inhibe la activación de ERK inducida por 
EGF, sino que aumenta la duración de la misma sin afectar a su intensidad (Wong et al., 
2002; Egan et al., 2002). Este efecto es debido a la interacción de hSpry2 con c-Cbl, una 
E3 ubiquitina ligasa implicada en la atenuación de la señalización por el EGFR (Rubin et al., 
2003; Fong et al., 2003). La estimulación con EGF promueve la fosforilación en la tirosina 
55 de hSpry2, cuya substitución por fenilalanina comporta un fenotipo dominante negativo 
(Sasaki et al., 2001). En este modelo, la fosforilación del residuo 55 sirve como señal de 
reconocimiento para la interacción de hSpry2 con un dominio PTB de c-Cbl. La competición 
entre el EGFR y hSpry2 por la unión a c-Cbl, impide que c-Cbl medie la degradación de 
EGFR, por lo que la activación de ERK es sostenida. Sin embargo, esto no se ha confirmado 
en fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) c-Cbl-/- y c-Cbl+/+, donde la fosforilación de 
ERK inducida por EGF es inhibida en ambos tipos de células (Mason et al., 2004). También 
se ha sugerido que, por un mecanismo independiente de c-Cbl, hSpry2 interfiere en la 
transición endosoma-temprano/endosoma-tardío del EGFR, estando retardada la 
degradación del receptor activado (Kim et al., 2007a). 
 
3b. SPROUTY EN LA INHIBICIÓN DEL FGFR                  
 
El mecanismo de acción de Spry en la ruta señalización de FGF es igual de controvertido 
que en la ruta de EGF. Se ha propuesto que la unión de Spry a Grb2 inducida por FGF 
impide la unión de Sos a Grb2 (Lao et al., 2006), o a otras proteínas adaptadoras 
necesarias en la señalización por FGFR (Hanafusa et al., 2002), bloqueándose la activación 
de Ras y, por tanto, de ERK. No obstante, también se ha descrito que el complejo 
Grb2/SOS no se ve afectado por las proteínas Spry (Gross et al., 2001), que mutantes de 
hSpry2 incapaces de unir Grb2 mantienen sus propiedades inhibitorias (Martínez et al., 
2007; Mason et al., 2004) y que hSpry2 es capaz de inhibir la vía de ERK incluso en 
presencia de mutantes hiperactivos de Ras (Yusoff et al., 2002 y datos no publicados de la 
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Dra. Martínez).  
Se ha sugerido que la unión de Spry a Raf es lo que impide la activación de ERK 
(Tsavachidou et al., 2004; Sasaki et al., 2003). Spry2 se une a B-Raf (Tsavachidou et al., 
2004) y a C-Raf (Sasaki et al., 2003). En células de melanoma, la supresión de Spry2 
endógeno por siARN, aumenta el grado de fosforilación de ERK, mientras que en células de 
melanoma con la mutación oncogénica V599E en B-Raf, residuo indispensable para su 
unión a Spry2, la activación de ERK no se ve afectada por el uso de siARN de Spry2 
(Tsavachidou et al., 2004).  
En lo que coinciden todos los autores hasta ahora, es que la mutación de la posición 55 
de Spry2 provoca la pérdida de su capacidad de inhibir la activación de ERK inducida por 
FGF. Todavía no se ha conseguido cristalizar ninguna de las proteínas Spry2, así que se 
desconocen los efectos que esta mutación provoca en la estructura de esta proteína, sin 
embargo, este mutante sobreexpresado presenta la misma localización subcelular que la 
versión silvestre independientemente de la estimulación mitogénica (Mason et al., 2004).  
La tirosina 55 de hSpry2 es clave para su interacción con la proteína c-Cbl (Rubin et al., 
2003; Fong et al., 2003), con las subunidades catalítica y reguladora de PP2A (Lao et al., 
2007) y con Src ( Li et al., 2004). Estas interacciones son dependientes de la fosforilación 
de esta tirosina tras la estimulación con FGF o EGF. Al contrario de lo que ocurre con el 
EGFR, no existen publicaciones que relacionen la degradación del FGFR con c-Cbl, así que 
se ignora que impacto puede tener la interacción Spry2 con c-Cbl sobre esta ruta de 
señalización. 
Una novedosa hipótesis propone que la proteína hSpry2 oligomeriza formando 
nanopartículas de 24 polipéptidos, uniendo cationes de hierro a través de las múltiples 
cisteínas presentes en su región C-terminal, que quedarían aislados del entorno celular y 
por tanto serían capaces de almacenar energía eléctrica (Wu et al., 2005). Cómo estas 
“nano-baterías” afectarían a la ruta de FGF está todavía por aclarar. 
 
3c. SPROUTY Y SUS IMPLICACIONES PATOLÓGICAS 
 
hSpry2 es un claro candidato para ser un supresor tumoral, además de un posible 
marcador diagnóstico, por su capacidad de limitar la señalización promovida por factores 
de crecimiento. No existen estudios a gran escala en los que se evalúe la sobre o 
infraexpresión de Spry en tumores y, por lo tanto, suficientemente relevantes 
estadísticamente. No obstante, existen publicaciones que, usando un reducido panel de 
tumores y de líneas celulares tumorales, describen una disminución en la expresión de 
hSpry2 y/o de hSpry1 en tumores de mama, de próstata y de hígado, en comparación con 
tejidos sanos análogos (Lo et al., 2006; Kwabi-Addo et al., 2004; Lee et al., 2008). En 
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tumores de pulmón no microcíticos, Spry se ha visto infraexpresado en el 63% de los 
mismos (Sutterlüty et al., 2007; Shaw et al., 2007), mientras que en pacientes con tumores 
de mama esta cifra asciende hasta el 90% (Lo et al., 2004). En líneas tumorales de 
melanoma, Spry está sobreexpresado en aquellas líneas con la mutación oncogénica V599E 
de B-Raf en comparación con aquellas con B-Raf-wt y con melanocitos. Esta mutación en 
B-Raf, que impide su unión a hSpry2, aparece en el 90% de los tumores en los que B-Raf 
está mutado (Tsavachidou et al., 2004; Davies et al., 2002). La activación constitutiva de 
ERK, probablemente sea la causante del aumento de la expresión de hSpry2 en estos 
tumores. Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que el promotor de hSpry2 está 
hipermetilado en el 37% de los linfomas B difusos humanos, lo que posiblemente se 
relacione con el grado de supervivencia (Sánchez et al., 2008). Spry podría tener efectos 
pro-oncogénicos en otros tumores como en los de colon, de recto, de ovario y de útero, 
donde se ha visto sobreexpresado (Lo et al., 2006).  
Además de implicaciones en tumores, dados los marcados efectos de Spry en 
organogénesis, es posible que tenga un importante papel en distintas enfermedades 
congénitas. La mayoría de los ratones knock-out (KO) para mSpry2, no llegan a nacer y la 
esperanza de vida de los que lo hacen es de unos días (Shim et al., 2005a; Taketomi et al., 
2005), además de presentar distintas malformaciones: sordera congénita, debido a la 
incorrecta cito-arquitectura del órgano de Corti, y acalasia esofágica, con los trastornos 
digestivos asociados con ella.  
 
4. LOS FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN NF-κB  
 
La familia de factores de transcripción NF-κB es activada por un amplio abanico de 
estímulos y regula cientos de genes en procesos fisiológicos y patológicos (Mattson y 
Meffert, 2006; Bassères y Baldwin, 2006). NF-κB consta, en mamíferos, de cinco 
miembros: c-Rel (Rel), p65 (RelA), RelB, p50 (NF-κB1) y p52 (NF-κB2), siendo estos dos 
últimos procesados proteolíticamente a partir de p105 y p100 respectivamente (Hoffmann 
et al., 2006). Los miembros de NF-κB se asocian formando homo- o hetero-dímeros, 
siendo la pareja más estudiada la de p65/p50 (Ghosh y Karin, 2002). Según el modelo 
clásico, en células no estimuladas, los dímeros NF-κB se encuentran retenidos en el 
citoplasma por los inhibidores de NF-κB (IκBs), aunque nuevos datos indican que el 
complejo p50:p65:IκBα recircula entre citoplasma y núcleo constantemente (Johnson et 
al., 1999; Huang et al., 2000). La familia de IκBs incluye a las proteínas IκB-α, -β, -γ, -ε, 
Bcl-3 y, los precursores de p50 y p52, p105 y p100. Bcl-3 se engloba dentro de la familia 
de IκBs por analogía estructural, pero se diferencia en que es mayoritariamente una 
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proteína nuclear y en que posee dominios de transactivación (Bours et al., 1993; Fujita et 
al., 1993).  
Cuando las células se estimulan, IκB se fosforila en serina y es ubiquitinado para su 
posterior degradación proteasomal, NF-κB queda libre y se transloca al núcleo donde se 
une a los sitios κB en los promotores de los genes diana. c-Rel, p65 y RelB cuentan en su 
estructura con dominios de transactivación imprescindibles para promover la transcripción 
génica. p50 y p52 no poseen dominios de transactivación, por lo que los dímeros formados 
con p50 y p52 se comportan como inhibidores de la activación de NF-κB, ya que bloquean 
la unión de los dímeros transcripcionalmente activos a los promotores correspondientes 
(Franzoso et al., 1992 y 1993). No obstante, en situaciones que parecen más 
excepcionales, pueden funcionar como activadores si Bcl-3 se encuentra unido a ellos, 
puesto que Bcl-3 proporciona el dominio de transactivación (Bours et al., 1993; Fujita et 
al., 1993; Westerheide et al., 2001).  
Dentro del contexto del modelo clásico o canónico, la quinasa responsable de la 
fosforilación de IκB es IKK (IκB quinasa). IKK es un complejo formado por dos 
subunidades catalíticas llamadas IKKα/1 e IKKβ/2, una subunidad reguladora llamada 
NEMO/IKKγ y un conjunto de proteínas, como chaperonas, con una función no totalmente 
definida hasta ahora (Mercurio et al., 1997; DiDonato et al., 1997; Zandi et al., 1997; 
Yamaoka et al., 1998; Rothwarf et al., 1998). El mecanismo de activación de IKK no se 
conoce completamente, pero se han propuesto cambios conformacionales inducidos por 
interacciones proteína-proteína, fosforilaciones de IKK quinasas, autofosforilaciones 
inducidas por oligomerización y ubiquitinaciones no destructivas vías lisina-63 (Perkins, 
2006 y 2007; Scheidereit, 2006). El mecanismo y las proteínas involucradas parecen ser 
dependientes del estímulo.  
Existen otros muchos niveles de regulación de la actividad de NF-κB. La fosforilación de 
p65, y del resto de proteínas NF-κB, por quinasas citoplasmáticas y nucleares de diverso 
tipo, modula desde la afinidad de IκBα por p65 (Sasaki et al., 2005), hasta el reclutamiento 
de factores necesarios para la transcripción, como la ARN polimerasa II y co-activadores 
como p300 y CBP (Zhong et al., 2002). Otros grados de regulación consisten en la 
acetilación (Ashburner et al., 2001; Chen et al., 2001), secuestro en regiones sub-
nucleares de las proteínas NF-κB (Stark et al., 2005), intercambio de dímeros en los 
promotores (Saccani et al., 2003), distinta afinidad por el promotor de un gen específico de 
los dímeros NF-κB y reclutamiento de proteínas distintas al promotor dependiendo de la 
pareja de NF-κB (Hoffmann et al., 2003). Además, puesto que los estímulos que activan 
NF-κB, simultáneamente activan otras vías de transducción de señales como las quinasas 
activadas por mitógenos (MAPKs), la transcripción génica está finalmente controlada por la 
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integración de distintos factores de transcripción y de los co-activadores y co-represores 
que entre ellos reclutan (Natoli y De Santa, 2006).  
Existe una llamada vía no canónica de activación de NF-κB que, en principio, es activada 
por un menor número de estímulos (Scheidereit, 2006). En esta vía, la quinasa inductora 
de NF-κB (NIK) fosforila y activa a IKKα, la cuál independientemente de IKKβ y NEMO, 
pero cooperando con NIK, fosforila a p100 permitiendo su procesamiento proteolítico hasta 
su forma madura p52. El dímero p52-RelB se transloca al núcleo y promueve la 
transcripción génica (Senftleben et al., 2001; Xiao et al., 2001). Las vías canónica y no 
canónica no actúan de forma independiente sino que están interrelacionadas.  
Recientemente se ha descrito que el EGF es capaz de promover la fosforilación en 
tirosina de IκBα lo que, independientemente de su ubiquitinación, permite la activación de 
NF-κB (Sethi et al., 2007). Se han descrito otros estímulos, como el H2O2, capaces de 
inducir la fosforilación de IκBα en tirosina (Takada et al., 2003). 
 
4a. VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL α 
 
El factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) además de una citoquina pro-inflamatoria 
esencial en la defensa inmunitaria (Ehlers, 2003), está involucrada en proliferación celular y 
diferenciación (Nakane et al., 1988; Castaños-Vélez et al., 1998). TNFα es una proteína 
transmembrana de tipo II dispuesta en homo-trímeros (Kriegler et al., 1988; Tang et al., 
1996). Su forma soluble es liberada al medio por el corte proteolítico de la metalo-proteasa 
TACE/ADAM-17 (Black et al., 1997). TNFα es secretado de forma masiva por macrófagos 
activados pero también por células endoteliales (Freyer et al., 1999), tejido muscular 
(Bergman et al., 1999), adiposo (Bulló et al., 2002), neuronal (Albensi et al., 2000), 
fibroblastos, queratinocitos (Werth et al., 2003), etc.  
TNFα se une a dos receptores transmembrana: TNFRI (p55) y TNFRII (p75). Los TNFRs 
forman trímeros cuando están activados por la unión a su ligando (Banner et al., 1993). El 
TNFRII tiene una distribución restringida a células del sistema inmune y endoteliales, por el 
contrario, la ausencia del TNFRI no está descrita en ningún tipo celular (Aggarwal, 2003), 
de ahí que en la literatura haya menos información sobre el TNFRII y que en esta 
introducción se haga hincapié en la señalización a través del TNFRI. TNFRI posee en su 
región citoplasmática un dominio de muerte (DD) (Tartaglia et al., 1993) a través del cuál 
establece interacciones con los DDs de otras proteínas como la proteína silenciadora de DD 
(SODD) (Jiang et al., 1999). Tras la unión de TNFα a TNFRI, TRADD (proteína con DD 
Asociada a TNFRI) desplaza a SODD y recluta entre otras proteínas a TRAF2 (Factor 
Asociado a TNFRI) y RIP1 (Proteína que Interacciona con el Receptor), formándose el 
Complejo I que media la activación de NF-κB y de MAPKs (Hsu et al., 1995,  1996 a y b). 
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TRADD, TRAF2 y RIP1 reclutan a FADD (DD asociado a FAS) y a la pro-caspasa 8 para 
formar el Complejo II e iniciar la vía apoptótica (Figura 5, Micheau y Tschopp, 2003; 
Schneider-Brachert et al., 2004 y 2006; Pober et al., 2005). En general, la activación de 
caspasas y una activación sostenida de JNK lleva a la apoptosis celular, mientras que la 
activación de NF-κB promueve la supervivencia, ya que induce la expresión de proteínas 
antiapoptóticas que inhiben la vía de las caspasas y de JNK (Dutta et al., 2006; Wajant et 
al., 2003; Papa et al., 2004; Wullaert et al., 2006). 
 
4b. COMPLEJO I: EL PAPEL DE TRAF2 Y DE LA UBIQUITINA 
 
La ubiquitinación es uno de los principales modos de control de la vía de NF-κB. La 
ubiquitinación es un proceso que ocurre en tres pasos, primero una enzima activante de la 
ubiquitina (E1) forma un enlace tioéster de alta energía con la cisteína C-terminal de la 
ubiquitina, después la ubiquitina es transferida a la enzima conjugante E2 y finalmente, la 
enzima E3 o bien transfiere la ubiquitina, o bien lo facilita, desde la E2 hasta la lisina de la 
proteína diana, formando un enlace isopeptídico (Chen, 2005; Krappmann y Scheidereit, 
2005). La ubiquitina posee siete residuos de lisina por los que puede formar cadenas de 
poliubiquitinas. Las cadenas de poliubiquitinas formadas a partir de las lisinas 48 (Ub-Lis48) 
y 63 (Ub-Lis63) son las más caracterizadas y parecen tener distintas funciones, estando la 
primera relacionada con la degradación de la proteínas por la vía proteasomal y, la 
segunda, con el ensamblaje y activación de complejos proteicos (Sun y Chen, 2004). 
TRAF2 y TRAF6, actúan como ubiquitina ligasas gracias a su RING finger, que junto con 
el complejo E2 dimérico Ubc13/Uev1A, promueven la ubiquitinación a través de Ub-Lis-63 
(Deng et al., 2000; Habelhah et al, 2004; Shi y Kehrl, 2003). Tras la unión de TNFα a 
TNFRI, se reclutan hasta el receptor a TRADD, TRAF2 y RIP1 (Hsu et al., 1996a y b); 
TRAF2 y RIP1 se ubiquitinan por cadenas de Ub-Lis-63 y TRAF2 parece el encargado de 
mediar la ubiquitinación de RIP1 (Micheau y Tschopp, 2003; Zhang et al., 2000; Lee et al., 
2004). Las cadenas de Ub-Lis-63 de RIP1 sirven de anclaje para las proteínas TAB (Figura 
5; Kanayama et al., 2004), subunidades reguladoras del complejo que contiene a la 
quinasa TAK1 que es capaz de fosforilar y activar a IKK (Wang et al., 2001). Por otro lado, 
NEMO también reconoce esta cadena de ubiquitinas a través de un dominio específico (Ea 
et al., 2006; Wu et al., 2006). TRAF2 interacciona, a través de su RING finger, con las 
cremalleras de leucina de IKKα e IKKβ (Devin et al., 2001) y, aunque RIP1 es una serina-
treonina quinasa, parece que su actividad quinasa es prescindible para la activación de IKK 
(Devin et al., 2000; Lee et al., 2004).  
Aunque los MEFs KO para TAK1 tienen severamente afectada la activación de NF-κB por 
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TNFα (Shim et al., 2005b), ésta no lo está totalmente, así que otras serina-treonina 
quinasas pueden suplir en parte a TAK1 o, alternativamente, la quinasa involucrada en la 
activación de IKK es específica del tipo celular (Adhikari et al., 2007). Otro candidato es 
MEKK3, que interacciona directamente con RIP1 y cuyos MEFs KO también presentan una 
importante disminución en la activación de NF-κB (Yang et al., 2001). Otras quinasas 
propuestas son MEKK1, que interacciona con RIP1 y con TRAF2 (Kim et al., 2001; Baud et 
al., 1999) o casein-quinasa1α que también interacciona con RIP1 (CSK1α; Wang et al., 
2008). Diversas quinasas pueden modular la actividad de IKK, como Src que fosforila en 
dos tirosinas a IKKβ (Huang et al., 2003a  y 2003b).  
 
Figura 5. Vías de activación de TNFα. Tras la unión de TNFα a TNFRI este adopta una 
conformación activa. Se ensambla el complejo I que da lugar a la activación de NF-κB y de las 
MAPKs. Por otro lado, y de forma más tardía, se forma en el citoplasma o en endosomas el 
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En mamíferos se han descrito seis proteínas “canónicas” de la familia TRAF (Chung et al., 
2007). Todas tienen en común una región C-terminal característica denominada dominio 
TRAF (Rothe et al., 1994; Cheng et al., 1995). En su extremo N-terminal todas, a 
excepción de TRAF1, tienen un dominio RING finger y varios Zn-fingers. TRAF2 es una 
proteína de 56 kDa identificada por primera vez en estudios de doble-híbrido para detectar 
proteínas que se uniesen al extremo citoplasmático de TNFRII (Rothe et al., 1994). La 
mitad de los ratones KO para TRAF2 no sobreviven más allá del día E14.5 de gestación. 
Los que sobreviven presentan un fenotipo normal al nacer pero tienen un crecimiento 
retardado, una reducción de masa muscular y de depósitos de grasa, tienen atrofiado el 
bazo y el timo, y mueren a las dos semanas de nacer (Yeh et al., 1997). En los MEFs de 
estos ratones, la activación de JNK por TNFα está impedida, pero la unión de NF-κB, por 
ensayos EMSA, no está afectada probablemente, porque TRAF5 puede asumir el papel de 
TRAF2 en la activación NF-κB por TNFα (Tada et al., 2001). 
 
4c. MAPKs Y TNFα 
 
TNFα activa a las MAPKs p38, ERK y JNK (Karin, 1998; Davis, 1999; Liu y Han 2001) 
dependiendo del tipo celular (Rao, 2001), siendo la vía de JNK la más estudiada. TNFα 
activa a JNK por dos mecanismos, uno dependiente de la producción de especies reactivas 
de oxígeno (ROS) y de ASK1 (quinasa reguladora de la apoptosis), el otro de MEKK1. En 
células quiescentes, ASK1 se encuentra secuestrada por la tiorredoxina (Trx). Trx es una 
proteína con dos cisteínas que funcionan como un sensor del estado redox, Trx “reducida” 
secuestra ASK1 (Saitoh et al., 1998), pero tras la estimulación por TNFα, se producen ROS 
que “oxidan” a Trx liberándose ASK1. La proteína ASK1 puede entonces interaccionar con 
TRAF2 (Liu et al., 2000; Fujino et al., 2007) y mediar la activación de JNK y de p38, ya que 
fosforila a MKK4 y MKK6 (Ichijo et al., 1997). Por otro lado, TRAF2 interacciona 
directamente con MEKK1 (Baud et al., 1999) y GCK (quinasa del centro germinal) y ambas 
entre sí (Chadee et al., 2002). La estimulación por TNFα promueve la ubiquitinación por 
Ub-Lis-63 y oligomerización de TRAF2 y de GCK lo que facilita la oligomerización de MEKK1 
y su activación por autofosforilación (Chadee et al., 2002; Shi y Kehrl 2003; Habelhah et 
al., 2004). MEKK1 activa a MKK4 y MKK7 que a su vez fosforilan a JNK (Moriguchi et al., 
1997; Tournier et al., 2001). Otras proteínas esenciales para la activación de JNK, son 
RIP1, aunque su actividad quinasa sólo es necesaria para la activación de ERK (Devin et 
al., 2003; Lee te al., 2004; Liu et al., 1996), y TAK1 cuyos MEFs KO no presentan 
activación de JNK por TNFα (Shim et al., 2005b). 
La activación de ERK por TNFα ha sido mucho menos estudiada, no obstante existen 
distintas vías propuestas. TNFRI interacciona con Grb2 y Sos (Hildt y Oess, 1999) y esta 
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interacción parece mediar la activación de Raf-1 a través de Ras. Por otro lado, RIP2 es 
una proteína análoga a RIP1 que está presente en el complejo de TNFRI (McCarthy et al., 
1998), que interacciona con TRAF2 (Thome et al., 1998) y que es capaz de activar a  ERK 
por fosforilación directa (Navas et al., 1999). Dentro de un contexto más canónico, TNFRI 
activa a la tirosín-quinasa Syk, que a su vez activa a la serín-treonín-quinasa Tpl2/Cot 
(Eliopoulos et al., 2003 y 2006). Esta quinasa en colaboración con TRAF2 y RIP1, estarían 
mediando la activación de ERK1/ERK2.  
La activación de las MAPKs regula la activación de NF-κB. Por ejemplo, la quinasa MSK1 
(quinasa regulada por estrés y mitógenos), que es activada por p38 y ERK, fosforila a p65 
en un residuo importante para su actividad transcripcional además de fosforilar al 
coactivador transcripcional CBP y a la histona H3 (Vanden Berghe et al., 1998; Gustin et 
al., 2004; Vermeulen et al., 2003; Haegeman et al., 2003). 
 
4d. NF-κB EN CÁNCER  
 
A finales del siglo XIX se conocía que el provocar infecciones agudas de piel mejoraba el 
pronóstico de algunos tumores (Coley, 1893). TNFα fue identificado originalmente como un 
factor que promovía la necrosis de células de fibrosarcoma de ratón L-929 (Carswell et al., 
1975). Hoy se sabe que, en determinadas circunstancias, NF-κB puede actuar como un 
supresor tumoral (Perkins et al., 2004; Kim et al., 2006), pero se ha observado una 
relación entre inflamación crónica e inicio tumoral (Clevers et al., 2004; Coussens y Werb, 
2002). 
Una relación directa entre NF-κB y cáncer se estableció por primera vez cuando se 
identificó a la proteína viral v-Rel como la causante de la leucemia aguda aviar (Gilmore, 
1999). Muchos genes implicados en supervivencia, metástasis, inflamación, proliferación y 
angiogénesis, y por tanto relevantes en procesos tumorales son genes diana de NF-κB 
(Bassères y Baldwin, 2006). Diversos genes de la vía de NF-κB como p52, p65, Bcl-3, IκB-
α y TRAF2 están translocados, amplificados o mutados en linfomas, leucemias y mielomas 
humanos (Bargou et al., 1997; Munzert et al., 2004; Keats et al., 2007; Kucharczak et al., 
2003). Por otro lado, diversos cánceres de mama, de melanoma y de pulmón, entre otros 
(Nakshatri et al., 1997; Biswas et al., 2001; Ueda y Richmond 2007; Tang et al., 2006), 
presentan una activación constitutiva de NF-κB. La resistencia a quimioterapia y 
radioterapia de ciertos tumores parece estar relacionada con las propiedades anti-
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5. PROSTAGLANDINAS  
 
Las prostaglandinas (PGs) son compuestos de 20 carbonos formados a partir del ácido 
araquidónico (AA) liberado de fosfolípidos de membrana por la fosfolipasa A2 (PLA2). Las 
PGs tienen en común un anillo de 5 carbonos pero difieren en los substituyentes del anillo 
y de las cadenas laterales (Figura 6). Las ciclooxigenasas (COX1 y COX2) convierten el AA 
en PGH2, que es a su vez transformado en los precursores de las diferentes familias de PGs 
por PG-sintasas específicas (Straus y Glass, 2001; Nosjean y Boutin, 2002).  
 
Las PGs actúan de forma autocrina o paracrina por lo que se las suele denominar 
“hormonas locales” (Bos et al., 2004; Funk, 2001). Normalmente, ejercen sus efectos a 
Figura 6. Ruta de síntesis de PGs y sus efectos. Síntesis del precursor común de todas las 
PGs, PGH2, a partir del ácido araquidónico. Sobre PGH2 actúan sintasas específicas para dar 
lugar a cada una de las familias de PGs. Las ciclopentenonas (PGA1, PGJ2 y 15d-PGJ2) se 
producen por deshidratación espontánea (señalada por una estrella verde). Las estrellas rojas 
indican los carbonos β capaces de formar aductos de Michael. Los anti-inflamatorios no-
esteroideos (AINES) inhiben tanto a COX-1 como a COX-2, sin embargo existen ya 
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través de receptores de siete dominios transmembrana acoplados a proteínas G-
heterotriméricas. Las PGs tienen distintos efectos dependiendo del tipo y del subtipo de 
receptor celular. Estos efectos incluyen, entre otros muchos,  la vasodilatación (Kumazawa 
et al., 2007) y vasoconstricción (Arikawa et al., 2006), la agregación plaquetaria (Rolin et 
al., 2007), regulación del sistema inmune y de la inflamación (Kabashima et al., 2003; 
Kaneko et al., 2008), regulación de la homeostasis gastrointestinal (Hatazawa et al., 2007), 
contracción uterina (Doheny et al., 2007), regulación del sistema reproductivo 
(Khosrowbeygi et al., 2007) y regulación de la temperatura corporal y del dolor (Lazarus et 
al., 2007; Hall et al., 2007). 
 
5a. PROSTAGLANDINAS CICLOPENTENONAS       
             
Las familias A y J son prostaglandinas atípicas puesto que no se unen a receptores 
transmembrana conocidos. Sin embargo la 15-deoxi-∆12,14-prostaglandina J2 (15dPGJ2) fue 
el primer ligando natural descrito del receptor nuclear “huérfano” PPARγ (Receptor 
Activado por la Proliferación de Peroxisoma γ; Forman et al., 1995; Kliewer, et al., 1995). 
PPARγ, que a su vez es un factor de transcripción, interviene en el metabolismo lipídico 
(Mazid et al., 2006) y glucosídico (Hevener et al., 2007), en la diferenciación de adipocitos 
(Forman et al., 1995; Kliewer, et al., 1995) y en inflamación (Blanquart et al., 2003). 
Estructuralmente las familias A y J se diferencian en que son ciclopentenonas (cyPG), y 
no ciclopentanonas, ya que poseen un carbonilo α,β-insaturado en el anillo. Este carbono β 
es un centro electrofílico capaz de formar aductos de Michael con nucleófilos tales como los 
grupos SH de cisteínas (Figura 7). La 15-deoxi-∆12,14-prostaglandina J2 (15dPGJ2) contiene 
dos de estos carbonos. Esta característica particular de las cyPGs es importante en su 
funcionalidad, puesto que su rango de efectos bioquímicos parece diferir de las PGs 
ciclopentanonas y puesto que sus efectos son simulados por la 2-ciclopenten-1-ona pero a 
concentraciones mucho mayores (Petrova et al., 1999; Sánchez-Gómez et al., 2004; Shan 
et al., 2004; Takahashi et al., 1998; Rossi et al., 1996; Straus et al., 2000). De hecho, se 
ha demostrado que la activación de PPARγ por 15dPGJ2 es dependiente de la formación de 
un aducto de Michael (Shiraki et al., 2005). 
Se ha descrito que 15dPGJ2 forma aductos de Michael con proteínas importantes en la vía 
de señalización de NF-κB como IκB-quinasa (Castrillo et al., 2000; Rossi et al., 2000), las 
subunidades p65 (Straus et al., 2000) y p50 (Cernuda-Morollón et al., 2001) y el factor de 
transcripción c-Jun (Pérez-Sala et al., 2003). 15dPGJ2 también se une covalentemente a 
proteínas involucradas en distintos procesos celulares como el factor de iniciación de la 
transducción eIF4A (Kim et al., 2007b), a G-actina (Gayarre et al., 2006; Aldini et al., 
2007), vimentina (Stamatakis et al., 2006) y Keap1 (una proteína sensora del estrés 
Introducción 
 - 39 -
oxidativo; Oh et al., 2008). 15dPGJ2 está relacionada con la regulación de la inflamación, 
promoviendo su resolución ya que favorece  la apoptosis de macrófagos (Hortelano et al., 
2000) e inhibe la vía de NF-κB (Castrillo et al., 2000; Rossi et al.,2000; Straus et al., 2000, 
Cernuda-Morollón et al., 2001).  
 
Entre los efectos biológicos descritos para las cyPGs, los grupos de los doctores Pérez-
Sala, Boscá y Rojas, han demostrado que 15dPGJ2 se une y activa específicamente a H-
Ras, lo que a su vez, conduce a la fosforilación y activación de ERK-1/2. Sin embargo, K y 
N-Ras ni unen 15dPGJ2, ni son activados por ésta (Oliva et al., 2003). La unión de 15dPGJ2 
a H-Ras se produce por la formación de un aducto de Michael con la cisteína 184 de H-Ras. 
Por otro lado, el tratamiento tópico de ratones con DMBA y TPA promueve la formación de 
papilomas (Balmain et al., 1984), y la presencia de 15dPGJ2 incrementa la tasa de 
formación, el tamaño y la vascularización de los mismos, ya que la activación de H-Ras por 
15dPGJ2 inhibe la apoptosis inducida por DMBA (Millán et al., 2006).  
PGA1 es otra cyPG que actúa como un inhibidor de la vía de NF-κB ya que se une 
directamente a IKKβ (Rossi et al., 2000) e interfiere en la unión de p50 al ADN (Cernuda-
Morollón et al., 2001). PGA1 ha suscitado mucho interés como antiviral, y de hecho hay 
estudios que han demostrado su efectividad contra el virus de la gripe (Conti et al., 2001), 
el virus clásico de la fiebre porcina (Freitas et al., 2003) y el VIH (Hayes et al., 2002; Amici 
et al., 2004). Los efectos inhibitorios de PGA1 sobre la vía de NF-κB y sus propiedades 
antivirales parecen estar muy relacionados. 
Muchos compuestos naturales usados en medicina tradicional, poseen en sus estructuras 
insaturaciones conjugadas con carbonilos (Tabla 1). La curcumina es el curcuminoide 
principal de una de las especias que forman el curry, la Curcuma longa, cuyas propiedades 
anti-inflamatorias y anti-tumorales parecen estar relacionadas, al menos en parte, por su 
capacidad de formar aductos de Michael (Marcu et al., 2006; Jung et al., 2007; Pae et al., 
2007a y b). De hecho, la curcumina está siendo utilizada en ensayos clínicos en la 
actualidad (Hsu et al., 2007). Por otro lado, la partenolida, que se extrae de Tanacetum 











Figura 7. Formación del 
aducto de Michael. La 
forma resonante de la 
ciclopentenona aparece 
entre corchetes. El 
movimiento de los electrones 
en la reacción con la 
proteína se representa con 
flechas rojas. 
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(Guzmán et al., 2007; Oka et al., 2007) e inhibe la vía de NF-κB ya que se une 
directamente a IKK (Kwok et al., 2001) y a p65 (García-Piñeres et al., 2004 y 2001; 
Hewamana et al., 2008). Por otro lado, las plantas poseen fitoprostanos endógenos con 
estructuras similares a PGA1 y a 15dPGJ2 que se producen espontáneamente en el proceso 
de cocción de aceites vegetales, que poseen propiedades anti-inflamatorias en cultivos 
celulares (Karg et al., 2007).  
Recientemente (Homem de Bittencourt et al., 2007), se han diseñado unos liposomas 
cargados con PGA2, otra cyPG capaz de regular el metabolismo del colesterol de 
macrófagos activados (Senna et al., 1998), que en modelos murinos consigue la 
recuperación de los daños vasculares causados por las placas de ateroma. 
En este trabajo se ha analizado la unión entre la cyPG PGA1 y H-Ras, y los efectos que 
dicha unión ejerce en la activación de H-Ras y ERK. Por otro lado, se ha estudiado si 
hSpry2 inhibe la activación de ERK inducida por PGA1 y el mecanismo implicado. Asimismo, 
en el transcurso de estos estudios se observó que la sobreexpresión del mutante de hSpry2 
en la tirosina 55 provocaba la activación transcripcional de NF-κB, por lo que se decidió 
analizar este fenómeno con mayor profundidad, así como sus efectos en la vía del TNFR.  
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 (Guzmán et al., 2005) 
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Tabla 1. Compuestos naturales capaces de formar aductos de Michael. Nombre, 
estructura, origen y efectos de algunos compuestos naturales con actividad biológica capaces 
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Tipos celulares. 293T, células embrionarias humanas de riñón con morfología epitelial, ATCC: 
CRL-1573. HeLa, células humanas de carcinoma de cérvix epitelial de Henrietta Lacks, ATCC: CCL-2. 
SW480, células humanas de adenocarcinoma epitelial de colon, ATCC: CCL-228; existen dos 
subpoblaciones descritas con morfología y respuesta hormonal distinta: SW480-ADH (adherentes) y 
SW480-R (redondeadas) (Pálmer et al., 2001). COS1 y COS7, células de riñón de mono verde con 
morfología de fibroblasto, ATCC: CRL-1650 y CRL-1651 respectivamente. Todos los tipos celulares a 
excepción del SW480, fueron mantenidos en DMEM suplementado con 10 % FCS, 2 mM glutamina y 
100 U/ml penicilina y 100 µg/ml estreptomicina (todo de Invitrogen). Las células SW480 fueron 
mantenidas en medio RPMI con los mismos suplementos. Cuando las células se privaron de suero, 
se utilizó el mismo medio en el que se crecen normalmente suplementado además con 10 mM pH 
7,5 HEPES pero sin suero añadido. 
 
Reactivos. Los reactivos para preparar los tampones fueron de Sigma y Merck. 15dPGJ2 y PGA1 
de Cayman Chemical, FGF y EGF de Sigma-Aldrich, TNFα de Peprotech y la proteína recombinante 
H-Ras-wt humano de Calbiochem. La cantidad de proteína de los extractos celulares se cuantificó 
usando el ensayo de Bradford (Bio-Rad). 
 
Anticuerpos. anti-AU5 y anti-HA de Babco; anti-MAPK (ERK1) de NewEngland Biolabs; anti-
TRAF2, anti-p65, anti-p50, anti-p52, anti-RelB, anti-IκBα de Santa Cruz; anti-Flag de SIGMA; anti-c-
Cbl de BD Transduction Laboratories; anti-fosfo p44/p42 MAPK (ERK1/2) de Cell Signalling, anti-
Spry, anti-Spry2 y anti-fosfotirosina de Upstate y los anticuerpos anti-ratón y anti-conejo conjugados 
con HRP de Amersham.  
 
Plásmidos. Los plásmidos pCEFL-KZ-HA, pCEFL-KZ-AU5, pCEFL-KZ-HA-H-Ras-wt, pCEFL-KZ-HA-
K-Ras4B-wt (siempre que se hable de K-Ras, se estará haciendo referencia a esta isoforma), pCEFL-
KZ-HA-N-Ras-wt, pCEFL-KZ-AU5-H-Ras-wt, pCEFL-KZ-HA-H-Ras-C118S, pCEFL-KZ-HA-H-Ras-C184S, 
pCEFL-KZ-HA-ERK1, pGEX-GST-Raf-RBD, pCEFL-KZ-AU5-hSpry2-wt, pCEFL-KZ-AU5-hSpry2-Y55F y 
pCEFL-KZ-AU5-hSpry2-P59-304A ya han sido descritos (Rojas et al., 1996 y 2000; Zarich et al., 
2000; Jorge et al., 2002; Renedo et al., 2007, Zohar et al., 1998 y Taylor y Shalloway, 1996; de 
Álvaro et al., 2005; Martínez et al., 2007). Las secuencias codificantes de hSpry2 y sus mutantes con 
el epítopo HA, fueron sub-clonados en pCEFL-KZ-HA. Los plásmidos pCMV5-TRAF2, pCDNA-FLAG-
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TRAF2 y pCMV5-∆(6-86)-TRAF2 fueron gentilmente cedidos por el Dr. Stamatakis, y el plásmido 
pCMV-IκBα-32-36 fue gentilmente cedido por la Dra. Ana Bigas. 
 
Generación de mutantes. Los mutantes pCEFL-KZ-HA-hSpry2 P13A-Q16A-D20A (hSpry2-
PQD) y pCEFL-KZ-HA-hSpry2 P13A-Q16A-D20A-Y55F (hSpry2-Y55F-PQD) se generaron por PCR con 
los oligos 5´-TCGCAG GCC TTG CTG GCG ACG CCC CGT GCC GGT GGC-3´, 5´-GCG GGC CTG GCC 
TCT TTA CGG GTT ACG GGT TAT GGC CCT TG-3´ y 5´-GGG CGC GTG GGG TAT GGG GGA TCT CGG 
GGT CGA CCA AGA AAGG-3´. Los fragmentos amplificados digeridos con BglII y NotI se ligaron en el 
vector pCEFL-KZ-HA digerido con BglII y NotI.     
 
Transfecciones transitorias. Se realizaron con el agente de transfección JetPeI (Genycell) 
según el manual de usuario.  
 
Transfecciones estables. Se generaron células SW480 y HeLa establemente transfectadas 
con pCEFL-KZ-AU5, pCEFL-KZ-AU5-hSpry2-wt y pCEFL-KZ-AU5-hSpry2-Y55F seleccionándolas con 
Neomicina. No se realizó selección clonal, sino que se utilizó el cultivo en masa.  
Inmunoblot. Las proteínas se separaron por SDS/PAGE. Después se transfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) y se incubaron con los anticuerpos correspondientes. Los 
inmunoblots se revelaron por electroquimioluminiscencia (ECL, Amersham).  
Inmunoprecipitaciones. Los extractos se generaron con buffer de lisis (25 mM pH 7,5 
HEPES, 0,3 M NaCl, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM EDTA, 1 % Tritón, 20 mM β-glicerofosfato, 0,1 % SDS, 
0,5% desoxicolato, con los inhibidores 0,5 mM PMSF, 0,5 mM DTT, 2 µg/ml leupeptina y 0,1 mM 
Na3VO4). Éstos se incubaron con 2 µg del anticuerpo correspondiente durante 2 h, después con la 
resina GammaBindTMPlus (Amersham) al 50 % en buffer de lisis durante 1 h y luego se lavó tres 
veces en el buffer de lisis (Martínez et al., 2007). 
Co-inmunoprecipitaciones. Las inmunoprecipitaciones de proteínas con el epítopo HA se 
realizaron según el manual del usuario del kit µMACs (Miltenyi Biotech). Las inmunoprecipitaciones, 
de las proteínas con otros epítopos se realizaron como se describe en el apartado anterior. 
Análisis de la interacción entre cyPGs y H-Ras in vitro. La proteína H-Ras 
recombinante a una concentración final de 5 µM se incubó en el buffer 20 mM pH 7,0 Tris-HCl, 45 
mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0,1 mM DTT y 1,4 % glicerol. Las cyPGs fueron añadidas en DMSO a una 
concentración final de 50 µM. Después de 2 h de incubación, las muestras se purificaron por ZipTip 
C18 antes o después de la digestión con tripsina a 37ºC durante 4 h. El análisis por espectrometría 
de masas (EM) MALDI-TOF de la proteína H-Ras intacta y de los péptidos trípticos se realizó como 
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está descrito en Pérez-Sala, et al., 2003. Para las proteínas intactas Ras, la matriz utilizada fue una 
solución saturada ácido sinapínico en acetonitrilo:agua (1:2) con 0,1 % de ácido trifluoroacético 
(TFA). Debido a la diferencia substancial de masa entre la matriz (224 Da) y las cyPGs utilizadas 
(300 Da), la interferencia de los aductos matriz-cyPGs con los de Ras-cyPGs era despreciable. El 
estándar de calibración “Protein Calibration Standard II” (Bruker Daltonics) se usó para la calibración 
externa y las muestras se analizaron en modo lineal. Para el análisis de los péptidos trípticos la 
matriz se saturó con una solución de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico en acetonitrilo:agua (2:1) con 
0,1 % TFA, la muestra de calibración contenía angiotensina (m/z 1046,5), corticotropina (m/z 
2465,2) y la matriz (ácido α-ciano-4-hidroxicinámico m/z 379) y las muestras fueron analizadas en 
modo reflectrón. Los espectros fueron procesados en un BIFLEX III time-of-flight (Bruker-Franzen 
Analytik) operado en modo positivo. El análisis de EM-EM MALDI-TOF de las proteínas seleccionadas 
se realizó con un espectrómetro de masas MALDI-tandem time of flight 4700 Proteomics Analyzer 
(Applied Biosystems) en la Unidad Proteómica del Parque Científico de Madrid. Los espectros se 
confirmaron rutinariamente cotejándolos con las bases de datos Mascot (Matrix Science, Londres) y 
BLAST. La probabilidad de los resultados basados en MOWSE, se calcularon como -10xlog(P), donde 
P es la probabilidad de que la concordancia obtenida sea un evento casual. Se consideraron 
significativos cuando P<0,05. 
 
Marcaje de H, K y N-Ras con PGA1 biotinilada. El marcaje con biotina de cyPGs y la 
obtención de extractos celulares ha sido descrito previamente (Oliva et al., 2003; Pérez-Sala et al., 
2003). Extractos celulares de células COS7, transfectadas o no con las isoformas de Ras, fueron 
incubadas con 30 µM biotina-PGA1 o 3 µM biotina-15dPGJ2 2h en medio sin suero. Las células se 
lisaron en 50 mM pH 7,7 Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 0,1 mM 2-mercaptoetanol y 0,5 % 
SDS con 2 µg/ml de leupeptina, aproteinina y pepstatina y 1,3 mM ABMSF. La incorporación de 
cyPGs biotiniladas se evaluó por inmunoblot con estreptavidina-HRP. 
 
Ensayos de detección de Ras Activado. Estos ensayos ya han sido descritos previamente 
(Taylor y Shalloway, 1996). Brevemente, la proteína GST-Raf-RBD (Glutation-S-Transferasa-dominio 
de unión a Ras de la proteína Raf-1) se purificó con glutation-sepharosa (Amersham), a partir de 
extractos de la cepa E. coli BL21 (Hanahan, 1983) transformadas con el plásmido ya descrito (Zarich 
et al., 2000; Taylor y Shalloway, 1996). Las células eucariotas usadas para el ensayo, después de 
ser privadas de suero durante 18 h fueron estimuladas con 100 ng/ml EGF, 25-50 ng/ml FGF, 3 µM 
15dPGJ2 o 10 µM PGA1, en los tiempos indicados en las figuras. Las células se lisaron después en el 
tampón MLB:  25 mM pH 7,5 HEPES, 1% Tritón X-100, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM Na3VO4, 
25 mM NaF, 1 mM PMSF, y 10 µg/ml de leupeptina, aproteinina, pepstatin A e inhibidor de tripsina. 
Una alícuota de los sobrenadantes se guardó con buffer de Lammeli y el resto se incubó con 20 µg 
de GST-Raf-RBD unida a la resina de glutation-sepharosa, durante 1 h/4˚C. Tanto los 
sobrenadantes, así como los ensayos de detección de Ras-GTP se analizaron por inmunoblot.  
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Ensayos luciferasa. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los ensayos de 
luciferasa se emplearon para medir la activación transcripcional de Elk-1 y NF-κB.  
Para medir la actividad transcripcional de Elk-1, las células se transfectaron con 0,67 ng del ADN 
de estudio, 35 ng de TATA-Gal4-Luc (gen reportero que contiene el gen que codifica para la enzima 
Photinus luciferasa bajo el control de Gal4), 16,6 ng de pcDNA3-Gal4-Elk1 (el plásmido que contiene 
el gen Gal4 con un promotor controlado por Elk-1) y 0,1 ng de pRL-TK (plásmido que expresa la 
enzima Renilla luciferasa bajo el control del promotor TK de HSV).  
Para medir la actividad transcripcional de NF-κB, las células se transfectaron con 0,67 ng del ADN 
de estudio, 0,35 µg de 3-enh-κB-Luc (descrito en Arenzana-Seisdedos et al., 1993, que contiene el 
gen de luciferasa bajo el control de tres copias consenso de κB del subtipo κ de la cadena ligera de 
inmunoglobulina) y 0,1 ng de pRL-TK.  
Los extractos celulares se generaron 5 h post-estimulación según el manual de instrucciones del 
“Dual-Luciferase Kit” (Promega). La luz emitida por las luciferasas Photinus y Renilla se midieron en 
el luminómetro OPTOCOMP 1 (MGM Instruments). 
La actividad luciferasa Renilla presente en cada extracto se utilizó para la normalización de la señal 
de luciferasa, como una medida de la eficiencia de transfección.  
 
Inmunofluorescencias. Las células se sembraron y se transfectaron sobre cubres circulares. 
Las células se fijaron en 4 % paraformaldehído durante 30 min a 4ºC. Las células se lavaron 3x5min 
con PBS tras este paso y entre todos los demás. Las células se permeabilizaron 10 min a 
temperatura ambiente (t/a) con 0,1 % Tritón-X100 en PBS. Se bloquearon 1 h/t.a. con 3 % BSA. 
Todos los anticuerpos se incubaron en 3 % BSA. Los anticuerpos primarios se incubaron 1 h/t.a. o 
18 h a 4ºC a una dilución 1/50, a excepción del anticuerpo anti-AU5-FITC (Covance) que se empleó 
a una dilución 1/500. El anticuerpo secundario Alexa-Fluor-647 cabra anti-ratón (Invitrogen) se 
incubó durante 1 h a una dilución 1/500. En el penúltimo lavado los cubres se incubaron con 1 
µg/ml DAPI (Calbiochem). Los cubres se montaron sobre los portas con Prolong Gold Antifade 
Reagent (Invitrogen). Las inmuno-fluorescencias se analizaron en el Microscopio Laser Confocal 
Spectral (CLSM) Leica TCS SP2-AOBS (Servicio de Microscopía Confocal del Centro de 
Investigaciones Biológicas de Madrid). 
 
Ensayos de retardo y súper-retardo en gel (EMSA).  
Obtención de los lisados celulares. Las células estimuladas se lavaron, rasparon y recogieron 
en PBS frío, se centrifugaron 3 min a 6.500 rpm y se resuspendieron en el tampón A (50 mM NaCl, 
10 mM pH 7,5 HEPES, 17 % sacarosa, 1 mM EDTA, 0,5 mM espermidina y 0,2 % Tritón X-100). Se 
mantuvieron 2 min en hielo y se centrifugaron 3 min 6.500 rpm. Los sobrenadantes se corresponden 
con la fracción citosólica. Los precipitados se resuspendieron en el tampón B (50 mM NaCl, 10 mM 
pH 7,5 HEPES, 50 % glicerol, 0,1 mM EDTA y 0,5 mM espermidina) y se centrifugaron de la misma 
manera. Los precipitados se resuspendieron en el tampón C (350 mM NaCl, 10 mM pH 7,5 HEPES, 
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25 % glicerol, 0,1 mM EDTA, 0,5 mM espermidina y 0,2 % Tritón X-100), y tras incubarlos 1 h/4ºC 
se centrifugaron 20 min a 6.500 rpm, se alicuotaron y se almacenaron a -80ºC. Los sobrenadantes 
se corresponden con los extractos nucleares. Todos los tampones contenían los inhibidores PMSF, 
aproteinina y 2-mercaptoetanol.  
Marcaje del oligo. Como sonda de unión a NF-kB se utilizaron oligonucleótidos con el doble 
motivo consenso de unión a NF-kB tal y como se encuentra en el LTR del VIH (Bacheliere et al., 
1991): 
5’-agcttacaa GGGAC TTTCC gct GGGGAC TTTCC aggga 
    atg tt CCCTG AAAGG cga CCCCT GAA AGG tccc ttcga -3’ 
25 ng de oligo se incubaron durante 15 min./37ºC con 54 µCi  de α32P-dCTP (de Amersham o 
Hartmann Analytic) según el manual de instrucciones de Megaprime Labeling System (GE 
Healthcare). La sonda fue purificada con el “Illustra ProbeQuant G-50 Micro Columns Radiolabeled 
Probe Purification Kit” (GE Healthcare) y se cuantificó el marcaje del oligo en un contador de 
centelleo (Beckman LS6000LL).  
Retardo. Entre 3 y 10 µg de proteína nuclear se incubaron con un volumen equivalente de buffer 
de incubación [0,5 mg/ml BSA, 0,17 mg/ml PolidIdC (SIGMA), 3 mM DTT, 17 mM KCl, 6,7 mM pH 
7,5 HEPES, 0,3 mM EDTA y 1,7 % glicerol] y con 60.000-70.000 cpm de oligo marcado durante 30 
min. Para los súper-retardos, se añadieron 0,3 µg anticuerpo/(µg de proteína) 15 min antes de la 
adición de la sonda. Para los ensayos de competición se preincubó con el oligo sin marcar a una 
concentración molar de 40x respecto al oligo marcado empleado. Después se añadieron 2 µl de 
buffer de carga de ADN y se corrió en un gel de acrilamida del 5 % en buffer TBE 1X. Películas 
fotográficas se expusieron con los geles durante 3-5 días a -80ºC. 
 
Análisis estadístico. Los valores se muestran como la media ± error estándar de al menos 
tres experimentos. La significación estadística se estimó con el test t de Student para dos muestras 
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1. LA CICLOPENTENONA PGA1 Y LAS ISOFORMAS DE RAS 
 
 
Los grupos de los doctores Pérez-Sala, Boscá y Rojas, demostraron que la cyPG 15dPGJ2  se 
une y activa específicamente a la isoforma H-Ras (Oliva et al., 2003). El mutante H-Ras-C184S, 
que no une a la prostaglandina ni in vivo, ni in vitro, no se activa in vivo por 15dPGJ2, aunque 
su activación es normal tras la estimulación por suero. Estos datos sugerían que la activación 
de H-Ras por 15dPGJ2, dependía de la formación de un enlace covalente a través de una 
adición de Michael de 15dPGJ2 en la cisteína 184 de H-Ras (Oliva et al., 2003).  
Posteriormente, en colaboración con el grupo de la Dra. Pérez-Sala, estudiamos, por 
espectrometría de masas (EM) MALDI-TOF, otras cyPGs que pudiesen formar aductos de 
Michael con H-Ras in vitro (Renedo et al., 2007). De las cyPGs estudiadas, 15dPGJ2 se 
incorpora a H-Ras con una razón m/z compatible con una única adición, lo que concuerda con 
los datos ya publicados (Oliva et al., 2003), mientras que PGA1 puede unirse a H-Ras con una 
estequiometría de 1:1, 2:1 o 3:1 (Renedo et al., 2007; Figura 8A).  
Para determinar qué residuos de H-Ras unían covalentemente PGA1, se digirió con tripsina la 
proteína H-Ras modificada con PGA1 y se analizaron los péptidos obtenidos por EM MALDI-TOF 
(Figura 8B). 15dPGJ2 modifica a H-Ras principalmente en la región C-terminal, confirmando los 
datos publicados previamente (Oliva et al., 2003) que muestran que la cisteína 184 de H-Ras es 
la diana de esta cyPG. La huella peptídica de H-Ras modificada por PGA1 muestra distintos 
péptidos cuya razón masa/carga (m/z) es compatible con la presencia de aductos con PGA1 
(Figura 9A). Los sitios modificados corresponden a las cisteínas 181 y/ó 184 de la región C-
terminal y a la cisteína 118, localizada en el motivo G4 de unión de GTP/GDP. La abundancia de 
péptidos que presentan una única modificación por cyPGs, ya sea en la cisteína 118 o en las 
cisteínas 181 ó 184, o bien una doble modificación en las cisteínas 181 y 184, aparece 
representada en la Figura 9B. El péptido tríptico de H-Ras modificado más abundantemente por 
PGA1, que presenta una relación m/z de 948,4, contiene a la cisteína 118. Estos resultados 
reflejan que el residuo de H-Ras que mayoritariamente participa en la formación de un aducto 
de Michael con una cyPG, depende del tipo de cyPG, así PGA1 muestra una clara preferencia 
por la cisteína 118, mientras que 15dPGJ2 es exclusiva de la cisteína 184.  
El por qué de estas diferencias en la especificidad de PGA1 y de 15dPGJ2 por una u otra 
cisteína de H-Ras se desconoce. Recientemente se ha descrito la proteína PPARγ cristalizada 
con 15dPGJ2 (Waku et al., 2008), que confirman los resultados del modelo estructural entre 
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esta cyPG y PPARγ (Shiraki et al., 2005). En este caso, además de la formación de un aducto de 
Michael entre PPARγ y 15dPGJ2, se establecen contactos hidrofóbicos entre la proteína y las 
cadenas laterales de la cyPG.  
 
Las estructuras de PGA1 y de 15dPGJ2 difieren (introducción Figura 6). Las conformaciones de 
las cadenas laterales de 15dPGJ2 en comparación con PGA1 son, en principio, más restringidas 
por la presencia de dos dobles enlaces adicionales en 15dPGJ2, por lo que es posible que 
15dPGJ2 carezca de la flexibilidad necesaria para acceder hasta la cisteína 118. Por otro lado, 
PGA1 posee un grupo hidroxilo en una de sus cadenas laterales que potencialmente puede 
formar puentes de hidrógeno. Es posible que PGA1, por su estructura tridimensional y por 
poseer un substituyente capaz de formar puentes de hidrógeno, pueda establecer un tipo de 

























Figura 8. (A) Análisis por espectrometría de masas MALDI-TOF de la interacción de las prostaglandinas 
ciclopentenonas 15dPGJ2 y PGA1 con la proteína H-Ras. La proteína recombinante H-Ras (5 µM) se incubó 1
h a t.a. en presencia del vehículo (control; DMSO) o las cyPGs correspondientes (50 µM). H-Ras, modificada o
no, fue analizada por EM MALDI-TOF. Los espectros mostrados son representativos de al menos dos ensayos
por condición. (B) Análisis por EM MALDI-TOF de los péptidos trípticos de H-Ras modificado con PGA1 y 
15dPGJ2. La proteína H-Ras tratada como se indica en el apartado (A) fue digerida con tripsina y analizada
por EM MALDI-TOF. Los valores mono-isotópicos m/z seleccionados de los péptidos detectados están
indicados. La mayor parte de los péptidos modificados aparecen alrededor de 960-990 y/o 2.000 en el eje de
las abcisas. Los péptidos que presuntamente están modificados aparecen señalados con asteriscos. Las huellas
peptídicas son representativas de al menos dos ensayos por condición experimental.  
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1a. MODIFICACIÓN DE H-RAS POR 15dPGJ2 Y PGA1 BIOTINILADAS IN 
VITRO 
 
Para estudiar si PGA1 se une a H-Ras in vivo es necesario utilizar PGA1 biotinilada. La biotina, 
que se une a PGA1 y a 15dPGJ2 a través de un linker que se une por el grupo carboxilo de las 
mismas formando un enlace amida, es estructuralmente voluminosa (Figura 10) por lo que es 
posible que afecte a las interacciones que PGA1 establece con H-Ras. Por ello se estudió por 
EM-MALDI-TOF el espectro de unión de ambas cyPGs-biotiniladas a la proteína H-Ras 
recombinante. En el espectro de H-Ras tratado con biotina-15dPGJ2 (Figura 10), además del 
pico esperado para H-Ras sin modificar, aparece un pico adicional compatible con la 
Figura 9. Modificación diferencial de las cisteínas de H-Ras por 15dPGJ2 y PGA1 in vitro. (A) Tabla 
en la que se presentan la razón m/z de los péptidos trípticos teóricos potencialmente modificados por 
las cyPGs que son compatibles con los picos obtenidos experimentalmente. También se describe su 
posición en la secuencia de H-Ras y la propia secuencia. Las cisteínas están resaltadas en rojo. +O: m/z 
compatible con la adición de oxígeno; +2cyPG: m/z compatible con la adición de dos cyPGs. (B) Abundancia 
relativa de la modificación de las cisteínas indicadas para cada cyPG. Los valores representan la suma 
de la intensidad de los picos modificados que contienen las cisteínas 118 ó 181-184 normalizados con la 
intensidad del péptido 3095,5 que no está modificado, están expresados en su valor porcentual para cada 
cyPG. Los resultados mostrados son los valores medios de al menos dos determinaciones. Intensidad de los 
picos compatibles con la unión de: una molécula de cyPG en la cisteína 118 [C118], una molécula de cyPG en la 
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modificación de H-Ras, al igual que ocurre en el espectro de H-Ras modificada con 15dPGJ2 sin 
biotinilar (Figura 8A). La misma coincidencia se da entre el espectro de H-Ras modificada con 
PGA1 (Figura 8A) y el de H-Ras moficada con PGA1 biotinilada (Figura 10). En ambos espectros 
aparecen, además del pico que corresponde a H-Ras sin modificar, tres picos adicionales 
compatibles con H-Ras unido a PGA1 o biotina-PGA1. 
 
1b. PGA1 MODIFICA A H-RAS IN VIVO 
 
Se estudió si PGA1, además de modificar a la proteína H-Ras recombinante in vitro, era capaz 
de modificar a H-Ras in vivo. Para ello, se transfectaron los plásmidos de H-Ras-wt y de los 
mutantes de H-Ras en las cisteínas 118 y 184 en células COS7. 24 h postransfección se 
incubaron con 15dPGJ2 y PGA1 biotiniladas y la presencia de H-Ras biotinilado se analizó por IB 
(Figura 11). Como se puede observar, la unión de biotina-15dPGJ2 a H-Ras no está afectada 
por la mutación de la cisteína 118, pero se elimina casi completamente cuando se muta la 
cisteína 184, lo que concuerda con los datos obtenidos in vitro y con los resultados ya 
publicados (Oliva et al., 2003). La unión de biotina-PGA1 a H-Ras se reduce por la mutación de 
cualquiera de esas cisteínas. Es posible que el efecto de la mutación en la cisteína 118 de H-
Ras en la unión de PGA1 sea realmente más drástico que lo reflejado en estos datos, dada la 
menor capacidad de PGA1 biotinilada de modificar a esta cisteína en comparación con PGA1 sin 
biotinilar (Figura 10 vs. Figura 8A).  
Para que cualquiera de estas cyPGs pueda unirse a la cisteína 184 de H-Ras, esta cisteína 
debe estar despalmitoilada. La palmitoilación, al contrario que la farnesilación, es un proceso 
reversible (Magee et al., 1987; Tsutsumi et al., 2008). Los ciclos de despalmitoilación-
palmitoilación de H-Ras regulan su distribución en membrana plasmática o Golgi (Rocks et al., 
2005; Goodwin et al., 2005). La proteína H-Ras parece que se despalmitoíla en la membrana 
Figura 10. Modificación de la proteína H-Ras por PGA1 y 15dPGJ2 biotiniladas. Espectro de EM-
MALDI-TOF de las proteína H-Ras incubadas con PGA1 y 15dPGJ2 biotiniladas y estructura de la biotina. La 
masa de la biotina-PGA1 es de 626 y la de la biotina-15dPGJ2 es de 661. Los espectros son representativos 
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plasmática y es transportada al Golgi/RE donde se repalmitoíla. En la bibliografía se describe 
que existe una población de H-Ras no unida a membrana, entre el 10 y el 50% según el 
estudio (Hancock et al., 1990; Lu y Hofman, 1995), que probablemente se corresponde con la 
fracción no palmitoilada*. Aunque es posible que la adición de PGA1 o de 15dPGJ2 a las cisteínas 
181 ó 184 altere la población H-Ras unida a membrana, la distribución de H-Ras en las 
fracciones P100 y S100 no cambia tras el tratamiento por estas cyPGs (datos no publicados 
Gayarre et al.). No obstante, sí es posible que PGA1 o 15dPGJ2 fuercen una redistribución de 
Ras dentro de las endomembranas o incluso relocalice a H-Ras en microdominios de 
membrana. Por otro lado, la despalmitoilación de H-Ras es estimulada por agentes como los 
donantes de óxido nítrico (Mallis et al., 2001; Baker et al., 2000), así que tal vez estas cyPGs 
puedan también promover la despalmitoilación de Ras. 
 
Las cadenas de palmitato de H-Ras tienen una función que va más allá del mero anclaje de 
Ras a la membrana. La palmitoilación de la cisteína 181 está implicada en la correcta 
distribución de H-Ras entre la membrana plasmática y Golgi, mientras que la palmitoilación en 
la cisteína 184 es importante para la formación de agregados de H-Ras-GTP inmovilizados que 
interactúan con los efectores de Ras (Roy et al., 2005; Rocks et al., 2005; Tian et al., 2007).  
 
 
                                                 
* Se desconoce si la fracción de Ras farnesilada y citosólica está libre o unida a alguna chaperona del tipo 
Rho-GDI, aunque sí existen varias proteínas candidatas para ejercer este papel (Wright y Philips, 2006). 
Además, está descrito el transporte de Ras farnesilado desde y hacia Golgi por mecanismos no vesiculares 
(Goodwin et al., 2005). 
Figura 11. Modificación de H-Ras-wt y de los mutantes en las C118A y C184S por 15dPGJ2 y PGA1 
biotiniladas in vivo. (A) Células COS7 fueron transfectadas con los plásmidos indicados y 24 h 
postransfección se incubaron con 3 µM biotina-15dPGJ2 y 30 µM biotina-PGA1. Los extractos fueron 
analizados por IB con estreptavidina-HRP. Las membranas se reincubaron con anticuerpo anti-AU5 para 
detectar la presencia de H-Ras. (B) Las imágenes escaneadas de las películas se usaron para cuantificar 
la intensidad de las bandas. Los ratios de las intensidades señal biotina/AU5 están representados como el 
porcentaje de los valores obtenidos para H-Ras-wt. Los valores son la media ± error estándar de cuatro 
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1c. PGA1 ACTIVA A H-RAS IN VIVO 
 
Puesto que 15dPGJ2 activa a H-Ras in vivo (Oliva et al., 2003), era posible que PGA1 también 
lo activara. Para comprobarlo, conjuntamente con Andrea Pérez Rodríguez, se transfectaron 
transitoriamente células HeLa con H-Ras-wt, H-Ras-C118A y H-Ras-C184A. Tras 18 h privadas 
de suero se estimularon con EGF, 15dPGJ2 o PGA1 y se evaluó H-Ras activo mediante ensayos 
de precipitación con la proteína GST-Raf-RBD (ver Materiales y Métodos). Como se puede 
apreciar (Figura 12), ambas cyPGs activan a H-Ras-wt pero difieren en su capacidad de activar 
a los mutantes de H-Ras. La activación de H-Ras por 15dPGJ2 no está afectada por la mutación 
en la cisteína 118, pero desaparece completamente con la mutación de la cisteína 184. Sin 
embargo, la activación por PGA1 del mutante H-Ras-C118A disminuye claramente, mientras que 
la activación del mutante H-Ras-C184A es similar a la de la proteína silvestre. La activación de 
ambos mutantes de H-Ras inducida por EGF es comparable a la de la versión silvestre, por lo 
que la incapacidad de estos mutantes de activarse por las cyPGs no es debida a una pérdida de 
la funcionalidad de los mismos causada por las mutaciones.   
  
Los datos obtenidos indican que la cisteína 184 de H-Ras es importante para la unión de 
15dPGJ2 y para la activación de H-Ras por esta cyPG, sin embargo es la cisteína 118 la 
implicada en la activación de H-Ras en el caso de PGA1, aunque dicha cyPG se una además a 
otras cisteínas. La cisteína 184 es exclusiva de H-Ras. N-Ras sólo presenta una cisteína 
palmitoilable en la región hipervariable, la cisteína 181, y K-Ras no se palmitoíla, lo que explica 
que la 15dPGJ2 modifique a H-Ras únicamente. Por el contrario, la cisteína 118 es común a H-, 
N- y K-Ras, así que es posible que PGA1 se una covalentemente y modifique a estas tres 
isoformas de Ras. 
Figura 12. Activación de H-Ras wt y de 
los mutantes en las C118S y C184S por 
15dPGJ2 y PGA1 in vivo. Células HeLa 
fueron transfectadas transitoriamente con 
los plásmidos indicados. Después de 18 h 
privadas de suero, fueron tratadas con 
vehículo (-; DMSO), 100 nM EGF, 3 µM 
15dPGJ2 o 10 µM PGA1 durante 15 minutos. 
La fracción de Ras-GTP (activo) fue 
precipitada usando GST-Raf-RBD y 
analizados por IB con anticuerpo anti-HA 
(paneles superiores). Los niveles de 
expresión fueron evaluados a partir de 
extractos celulares por IB usando 
anticuerpo anti-HA (paneles inferiores). 
Resultados similares fueron obtenidos en 
cuatro ensayos independientes. 
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1d. PGA1 TAMBIÉN ACTIVA A N-RAS Y K-RAS IN VIVO  
 
Quisimos evaluar cuál era el comportamiento de N- y de K-Ras frente a PGA1. Primero se 
comprobó que PGA1 se unía a estas isoformas de Ras in vivo. Para ello, se transfectaron células 
COS7 con los plásmidos que codifican para las isoformas H-, N- y K-Ras, 24 h pos-transfección 
se incubaron con biotina-PGA1 o biotina-15dPGJ2 y los extractos celulares se analizaron por IB. 
Como se aprecia en la Figura 13A, 15dPGJ2 se une preferentemente a H-Ras pero no a K-Ras, y 
hay una ligera unión de 15dPGJ2 a N-Ras. Es posible que, en la ausencia de una cisteína en la 
posición 184, como ocurre en N-Ras, 15dPGJ2 se pueda unir, aunque en menor medida a la 
cisteína 181. PGA1, por su parte, se adiciona a las tres isoformas de Ras aunque la señal que se 
observa para K-Ras es menos intensa, lo que es compatible con un menor número de cisteínas 
modificables en esta isoforma dado que carece de ellas en la región C-terminal hipervariable. 
A continuación, se quiso comprobar si PGA1, además de unirse a estas isoformas de Ras, era 
capaz de activarlas. Para ello, conjuntamente con Andrea Pérez Rodríguez, se transfectaron 
células HeLa con los plásmidos correspondientes y se evaluó la activación de Ras. Como se 
aprecia en la Figura 13B, PGA1 activa a las tres isoformas, y si extrapolamos los datos obtenidos 
para H-Ras por EM MALDI-TOF a N- y K-Ras, probablemente sea por la formación de un aducto 
de Michael con la cisteína 118 de las tres isoformas. 
Se desconoce cómo PGA1 es capaz de activar a Ras. La activación de H-Ras por 15dPGJ2 es 
dependiente de un Ras-GEF (Oliva, 2002, Tesis Doctoral). Puede ser que éste sea el caso de 
PGA1 o que, por el contrario, pueda actuar como un Ras-GEF per se. La cisteína 118 está 
localizada en el motivo G4 de interacción con los nucleótidos de guanina (Figura 2). Podría 
ocurrir que PGA1 fuese capaz de desestabilizar la unión Ras-GDP favoreciendo la entrada y 
unión de GTP, tal como hace el óxido nítrico al unirse a la cisteína 118 de H-Ras (Lander et al., 
1995 y 1997; Mott et al., 1997), o que incluso, su unión a la cisteína produzca un cambio 
conformacional en la proteína que mimetice a Ras unido a GTP.  
PGA1 también es capaz de unirse a las cisteínas dianas de palmitoilación de H-Ras. Los 
palmitatos de H-Ras establecen interacciones distintas con los fosfolípidos de las bicapas 
lipídicas dependiendo de si Ras está unido a GTP o GDP (Gorfe et al., 2007; Hancock, 2006). 
Existen diferencias estructurales entre el palmitato y las cyPGs 15dPGJ2 y PGA1: la longitud de 
las cadenas alifáticas laterales y la presencia de grupos polares y de un anillo en las cyPGs. El 
hecho de que 15dPGJ2 y PGA1 se unan a H-Ras por la cisteína 184, sugiere que la orientación 
de H-Ras respecto a la membrana plasmática, a los Ras-GEFs y a los efectores de Ras, será 
diferente según la modificación lipídica, por lo que es posible que ello pueda influir en la 
activación de Ras. En cualquier caso, las cyPGs suponen un nuevo estímulo y/o modulador de la 
activación de Ras, probablemente en condiciones de inflamación. Es posible que en presencia 
de otros activadores de Ras, PGA1 o 15dPGJ2 modulen más finamente la señalización de Ras. 
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2. EFECTO DE SPROUTY SOBRE LA ACTIVACIÓN DE ERK 
INDUCIDA POR LA CICLOPENTENONA PGA1. 
 
 
PGA1, al igual que 15dPGJ2 (Oliva et al., 2003), además de activar a las proteínas Ras, induce 
la activación de ERK (Figura 14). Por otro lado, la proteína hSpry2 es un inhibidor de la 
activación de ERK inducida por determinados receptores tirosina-quinasa como el FGFR. Nos 
preguntamos si hSpry2 era capaz también de inhibir la activación de ERK estimulada por PGA1, 
Figura 13. Modificación y activación de las proteínas H-, N- y K-Ras por 15dPGJ2 y PGA1. (A) 
Células COS7 se transfectaron con los plásmidos correspondientes y 24 h postransfección fueron 
incubadas con 3 µM biotina-15dPGJ2 o 30 µM biotina-PGA1. La incorporación de biotina a Ras se evaluó y 
cuantificó como se ha descrito. Los valores son la media ± error estándar de tres ensayos en duplicado. 
[*p<0,05 vs H-Ras para cada cyPG biotinilada (test-t); #p<0,05 vs N-Ras-biotina-15dPGJ2 (test-t); ‡<0,05 vs 
–K-Ras-biotina-15dPGJ2 (test-t)]. (B) Células HeLa se transfectaron transitoriamente con los plásmidos 
indicados, se privaron de suero durante 18 h y fueron incubadas con 100 nM EGF durante 10 min o 10 µM 
PGA1 durante los tiempos indicados (el tiempo cero se corresponde con DMSO). Los niveles de Ras 
activados y de expresión de Ras se evaluaron como se ha descrito en la Figura 12. El experimento mostrado 
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un estímulo no ligado a receptores tirosina-quinasa. 
2a. hSPRY2 INHIBE LA ACTIVACIÓN DE ELK-1 INDUCIDA POR PGA1 
 
Como primera aproximación, evaluamos la activación promovida por PGA1 del factor de 
transcripción Elk-1, una diana de ERK. Como se puede observar en la Figura 15A, hSpry2-wt y 
el mutante hSpry2-P59-304A inhiben la activación de Elk-1 inducida por PGA1. El mutante de 
hSpry2 en las prolinas 59-304 no une Grb2, aunque sus propiedades inhibitorias en la ruta de 
FGFR permanecen intactas (Martínez et al., 2007). Parece que la inhibición que hSpry2 ejerce 
sobre la activación de Elk-1 en respuesta a PGA1, también es independiente de la unión de 
hSpry2 a Grb2. Ésta es la primera vez que se describe que hSpry2 inhibe la activación de Elk-1, 
para un estímulo no dependiente de receptores tirosina-quinasa.  
El mutante hSpry2-Y55F (Y55F) se comporta como un dominante negativo de hSpry2 (Sasaki 
et al., 2001). Este mutante, además de no inhibir la activación de ERK inducida por FGF, 
tampoco lo hace cuando el estímulo es PGA1. Por lo tanto, hSpry2-wt y sus mutantes Y55F y 
P59-304A tienen el mismo efecto sobre Elk-1 cuando el estímulo es FGF o PGA1.  
Puesto que el dominio Spry de hSpry2 es una región rica en cisteínas, es posible que sea 
capaz de formar aductos de Michael con PGA1 y que ésta unión interfiera en las funciones 
normales de hSpry2. Aunque se intentó evaluar si PGA1 se unía a hSpry2, los resultados 
obtenidos no fueron concluyentes (datos no mostrados). Para estudiar si PGA1 afectaba a la 
capacidad inhibitoria de hSpry2 sobre la ruta ERK/Elk-1 inducida por FGF, se emplearon 
ensayos luciferasa con Elk-1, incubando las células con PGA1 durante 30 minutos o 2 h antes de 
estimularlas con FGF. La Figura 15B muestra que PGA1 no afecta a la inhibición que hSpry2 
ejerce en esta vía.  
Los efectos de hSpry2 sobre la activación de ERK inducida por 15dPGJ2, también se 
intentaron valorar por ensayos luciferasa, no obstante, nuestros datos indicaron que, de 
acuerdo con lo ya publicado (Zhang et al., 2003), esta cyPG inhibe la transcripción/expresión de 
renilla (datos no mostrados), por lo que los valores obtenidos no se pueden normalizar por el 
grado de transfección. PGA1 muestra un comportamiento similar pero a concentraciones muy 
Figura 14. Activación de ERK-
1/2 inducida por PGA1. Células 
Cos1 se privaron de suero 
durante 18 h y fueron tratadas 
con vehículo (-; DMSO), 100 
ng/ml EGF o 10 µM PGA1. Los 
extractos celulares se utilizaron 
para evaluar la fosforilación de 
ERK-1/2 endógeno por IB. 
α p-ERK
α ERK
10           5           10          30           45        min.
IB
_ _ + + + + PGA1
_ _+ EGF_ _ _
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superiores a las empleadas en estos ensayos.  
 
2b. hSPRY2 INHIBE LA ACTIVACIÓN DE ERK INDUCIDA POR PGA1 
 
El factor de transcripción Elk-1 es una diana de ERK pero también de otras MAPKs, por lo que 
los datos obtenidos con ensayos luciferasa no reflejan necesariamente la activación de ERK. Por 
ello, se evaluó la fosforilación de ERK-1 inmunoprecipitada tras la estimulación con FGF o PGA1, 
en ensayos de co-transfección con el vector, hSpry2-wt o hSpry2-Y55F. Como muestra la Figura 
16A, hSpry2-wt, pero no el mutante Y55F, inhibe la fosforilación de ERK inducida por PGA1 y 
por 15dPGJ2, es decir, hSpry2 afecta a la activación de ERK inducida por estas cyPGs de forma 
similar a como lo hace con FGF. 
No está totalmente resuelto cómo hSpry2 inhibe la activación de ERK en respuesta a FGF. 
Algunos datos apuntan a que hSpry2 inhibe la activación de Ras (Hanafusa et al., 2002; Lao et 
al., 2006), mientras que otros apoyan que hSpry2 inhibe la activación de Raf (Tsavachidou et 
Figura 15. hSpry2 inhibe la 
activación transcripcional de 
Elk-1 inducida por PGA1. 
Células HeLa fueron transfec-
tadas con los plásmidos para 
hSpry2-wt, hSpry2-Y55F, 
hSpry2-P59-304A o vector 
(φ) además de con los 
plásmidos para evaluar la 
activación transcripcional de 
Elk-1 por ensayos luciferasa 
(ver Materiales y Métodos). 
Las células se privaron de 
suero 18 h. (A) Las células se 
trataron con vehículo (-; 
DMSO), 50 ng/ml FGF o 10 
µM PGA1 durante 5 h. (B) Las 
células se trataron durante 5 
h con vehículo (-; DMSO), FGF 
o PGA1 o bien se preincubaron 
durante 30 minutos o 2h con 
PGA1 y a continuación durante 
5 h con FGF. Los valores 
representan los datos 
obtenidos normalizados res-
pecto al vector en ausencia de 
estimulación. Estos his-
togramas son representa-
tivos de tres ensayos 
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al., 2004; Sasaki et al., 2003). Para determinar si hSpry2 inhibía la activación de Ras inducida 
por PGA1, se co-transfectó HA-K-Ras junto con vector o HA-hSpry2-wt en células HeLa, se 
estimularon con PGA1 o EGF y se precipitó Ras activo con GST-Raf-RBD de los extractos 
celulares (ver Materiales y Métodos). Como se aprecia en la Figura 16B, la activación de K-Ras 
por PGA1 no se ve afectada por la presencia de hSpry2. Los datos experimentales obtenidos en 
Figura 16. (A) hSpry2 inhibe la activación de ERK inducida por las cyPGs PGA1 y 15dPGJ2. Células 
HeLa se transfectaron con los plásmidos de hSpry2 indicados o vector vacío (φ), además de con el plásmido 
pCEFL-KZ-HA-ERK1. La células se privaron de suero durante 18 h y se trataron con vehículo (-; DMSO), 25 
ng/ml FGF, 10 µM PGA1 o 3 µM 15dPGJ2 durante 15 min. HA-ERK1 se inmunoprecipitó y su fosforilación se 
analizó por IB. La misma membrana se deshibridó y se reincubó para analizar los valores de ERK 
inmunoprecipitados. Los extractos celulares se emplearon también para determinar el nivel de transfección 
de las construcciones de AU5-hSpry2-wt. Los números debajo del blot para p-ERK y ERK, se corresponden 
con la cuantificación de los niveles P-ERK/ERK normalizados por la niveles obtenidos en ausencia de 
estimulación. (B) La presencia de hSpry2 no inhibe a la activación de Ras por PGA1. Células HeLa se 
transfectaron con los plásmidos pCEFL-KZ-HA-K-Ras junto con pCEFL-KZ-HA-hSpry2 o vector vacío (φ). 
Tras 18 h privadas de suero, fueron tratadas con vehículo (-; DMSO), 100 ng/ml EGF o 10 µM PGA1 durante 
15 min. La fracción de Ras-GTP (activo) fue precipitada usando GST-Raf-RBD y analizados por IB con 
anticuerpo anti-HA (panel superior). Los niveles de expresión de los plásmidos transfectados fueron 
evaluados por IB usando el anticuerpo anti-HA (paneles inferiores). Para ambos experimentos, resultados 
similares fueron obtenidos en tres ensayos independientes.  
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nuestro grupo, apoyan la hipótesis de que hSpry2 no afecta a la activación de Ras inducida por 
FGF (Martínez et al., 2007; y datos no publicados de la Dra. Martínez), por lo que es posible 
que hSpry2 también esté actuando en un paso posterior a la activación de Ras. Los datos 
obtenidos hasta ahora, indican una similitud en el comportamiento de hSpry2 como inhibidor de 
la activación de ERK inducida tanto por PGA1, como por FGF. 
 
2c. NO SE DETECTA LA FOSFORILACIÓN EN TIROSINA DE hSPRY2 POR PGA1 
 
Tanto FGF como EGF promueven la fosforilación de la tirosina 55 de hSpry2 (Sasaki et al., 
2001). Éste es un residuo fundamental en la funcionalidad de hSpry2, ya que su mutación 
provoca la pérdida de la capacidad de hSpry2 para inhibir la activación de ERK inducida por FGF 
(Sasaki et al., 2001). Por todo ello, se quiso comprobar si PGA1 promovía también la 
fosforilación de este residuo.  
 
Como se puede observar en la Figura 17, no se aprecia que PGA1 promueva la fosforilación 
en tirosina de hSpry2 en células HeLa, pero tampoco que lo haga FGF en dichas células, un 
estímulo que, como se describe ampliamente en la bibliografía (Sasaki et al., 2001), sí 
promueve la fosforilación en la tirosina 55 de hSpry2. Las células HeLa son de origen epitelial y 
Figura 17. La fosforilación en tirosina de hSpry2 por PGA1 no se produce o no se detecta. Células 
HeLa se transfectaron con el plásmido pCEFL-KZ-AU5-hSpry2-wt, se privaron de suero durante 18 h y se 
trataron con vehículo (-; DMSO), 100 ng/ml EGF, 50 ng/ml FGF ó 10 µM PGA1 durante 15 min. AU5-
hSpry2-wt se inmunoprecipitó y su fosforilación en tirosina se evaluó por IB. La membrana se deshibridó 
y se incubó para detectar los niveles de AU5-hSpry2-wt inmunoprecipitado. También se evaluó c-Cbl 
inmunoprecipitado y la fosforilación en tirosina de c-Cbl. En paralelo, se trataron células sin transfectar 
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su número de receptores para FGF no es muy elevado (Haugsten et al., 2005), por lo que son 
menos sensibles a este factor de crecimiento. Esto se refleja en los menores niveles de 
activación de ERK inducidos por FGF en comparación con EGF (Figura 17, paneles inferiores).  
La región N-terminal de hSpry2 se une constitutivamente al RING-Finger de c-Cbl, pero esta 
unión es difícil de detectar por inmunoprecipitación. En células estimuladas por EGF o por FGF, 
la tirosina 55 de hSpry2 se fosforila y es reconocida por un dominio PTB de c-Cbl (Rubin et al., 
2003; Fong et al., 2003), esta unión se detecta con mucha facilidad por inmunoprecipitación. 
Como se aprecia en la Figura 17, c-Cbl endógena co-inmunoprecipita con AU5-hSpry2-wt en las 
células estimuladas con EGF, pero esta banda es prácticamente indetectable cuando las células 
no se estimulan o se estimulan con FGF o PGA1. También se observa, que la proteína c-Cbl co-
inmunoprecipitada con hSpry2 está también fosforilada en tirosina, lo que es esperable ya que 
tanto el EGF como el FGF promueven esta fosforilación (Galisteo et al., 1995). 
Aunque no hemos encontrado en la literatura referencias que describan que PGA1 activa a las 
quinasas responsables de la fosforilación de hSpry2 en tirosina, Src o alguna de las quinasas de 
la familia (Li et al., 2004), sí está descrito que otra cyPG, la 15dPGJ2 (Ichiki et al., 2004), así lo 
hace. Aunque ambas cyPGs no tienen los mismos efectos (Oliva et al., 2003; Gayarre et al., 
2005 y 2007), si presentan diversos paralelismos (Liu et al., 2003), por lo que es posible que la 
PGA1 sea capaz de promover la activación de las quinasas necesarias para la fosforilación en 
tirosina de hSpry2. 
Es posible, que la técnica de IP/IB no tenga la sensibilidad necesaria para la detección de la 
fosforilación en tirosina de hSpry2 cuando el estímulo no es lo suficientemente potente. PGA1 y 
FGF, en células HeLa, inducen unos niveles de fosforilación de ERK mucho menores que EGF y, 
probablemente, también promuevan la fosforilación en tirosina de hSpry2, pero a un nivel por 
debajo del umbral de detección por IP/IB. Alternativamente, es plausible que PGA1 no induzca 
la fosforilación en tirosina de hSpry2 y el mecanismo por el cual hSpry2 inhibe la activación de 
ERK inducida por esta cyPG sea distinto del de FGF.  
 
2d. EFECTO DE SPROUTY EN LA RUTA DE SEÑALIZACIÓN DE NF-κB 
MEDIADA POR PGA1  
 
El efecto transcripcional de PGA1 más estudiado en la bibliografía es el bloqueo de la 
activación de NF-κB inducida por distintos activadores como TNFα (Rossi et al., 2000; Thomas 
et al., 1998; Bureau et al., 2002). La única mención de hSpry2 en la vía de NF-κB en la 
bibliografía al comenzar este tema de trabajo (Gross et al., 2001), describe que en ensayos 
luciferasa, hSpry1 y hSpry2 inhiben la activación de NF-κB inducida por FGF pero no tiene 
efecto cuando el estímulo es TNFα. No obstante, se quiso comprobar si existía alguna relación 
entre hSpry2, PGA1 y NF-κB.  
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Se emplearon ensayos luciferasa para NF-κB (ver Materiales y Métodos), sobreexpresando 
hSpry2-wt o el mutante Y55F en células HeLa. Se analizó la activación transcripcional de NF-κB 
estimulando con PGA1, TNFα o preincubando con PGA1 antes de tratar las células con TNFα 
(Figura 18). Lo que más destaca de los datos obtenidos en estos ensayos, es que la 
sobreexpresión del mutante Y55F de hSpry2, aumenta per se la activación transcripcional de 
NF-κB en condiciones de no estimulación y sinergísticamente cuando se estimula con TNFα. 
Como también se aprecia en la Figura 18, la preincubación con PGA1 disminuyó ligeramente la 
actividad transcripcional de NF-κB promovida por TNFα, siendo este efecto más acentuado en 
las células que sobreexpresan hSpry2-Y55F. Sin embargo, PGA1 no afecta a la activación de NF-
κB promovida por la sobreexpresión de hSpry2-Y55F en condiciones de ayuno. Las 
concentraciones de PGA1 que se emplean normalmente en la bibliografía para evaluar sus 
efectos sobre NF-κB son mayores que las empleadas aquí (Bureau et al., 2002). Probablemente 
de haberse utilizado concentraciones más altas, el efecto de PGA1 en la inhibición de la 
actividad transcripcional de NF-κB inducida por TNFα sería más evidente que el detectado en 
este experimento. Esta es la primera vez que se describe que una proteína de la familia Spry 
tiene algún efecto en la vía de NF-κB.  
 
Se quiso comprobar si el efecto que ejerce la sobreexpresión del mutante Y55F sobre NF-κB 
era dependiente del tipo celular. Para ello se realizaron ensayos luciferasa con NF-κB en células 
293T sobreexpresando hSpry2-wt o el mutante Y55F. Los datos que se muestran en la Figura 
Figura 18. La sobreexpresión del mutante hSpry2-Y55F aumenta la actividad transcripcional de NF-
κB. Células HeLa fueron transfectadas con vector vacío (φ), pCEFL-KZ-AU5-hSpry2-wt o pCEFL-KZ-AU5-
hSpry2-Y55F además de con los plásmidos NF-κB-Luc y renilla (ver Materiales y Métodos). Las células se 
privaron de suero 18 h y se trataron con vehículo (-; DMSO), 10 µM PGA1 2 h (panel de la izquierda) o 50 
ng/ml TNFα durante 5 h, preincubando con vehículo  o 10 µM PGA1 (panel de la derecha). Ambos paneles 
pertenecen al mismo ensayo pero se han separado por la diferencia de escala entre ambas condiciones. Los 
valores representan los datos obtenidos normalizados respecto al vector en ausencia de estimulación. Estos 
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3. SPROUTY EN LA VÍA DE NF-κB 
 
 
Nos planteamos estudiar si la activación transcripcional de NF-κB se veía afectada por la 
presencia de hSpry2-wt y de su mutante Y55F, empleando otros estímulos para cuyas rutas de 
señalización sí ha sido descrito un papel para hSpry2. EGF estimula NF-κB por vías poco 
Figura 19. Activación transcripcional de 
NF-κB en presencia de hSpry2-wt y 
hSpry2-Y55F en células 293T. Células 
293T fueron transfectadas con los plás-
midos indicados junto con los plásmidos 
NF-κB-Luc y renilla (ver Materiales y 
Métodos). 24 h postransfección se evaluó 
la inducción de luciferasa. Los datos 
obtenidos se  representan como los 
valores normalizados respecto al vector 
(φ). Este histograma es representativo de 
otros tres ensayos independientes 































































Figura 20. Activación transcripcional de NF-κB inducida por EGF y FGF en presencia de 
hSpry2-wt y hSpry2-Y55F. Células HeLa fueron transfectadas con los plásmidos para las proteínas 
indicadas además de con los plásmidos NF-κB-Luc y renilla (ver Materiales y Métodos). Tras 18 h 
privadas de suero, las células fueron tratadas con vehículo (-; DMSO), 100 ng/ml EGF o 50 ng/ml 
FGF durante 5 h. Los valores representan los datos obtenidos normalizados respecto al vector (φ) en 
ausencia de estimulación. Este histograma es representativo de tres ensayos independientes 
realizados por triplicado. 
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conocidas todavía (Sethi et al., Zhang et al. 2006; Millán et al., 2003). En el caso del FGF, 
existen referencias que describen a este estimulo como un inhibidor (Flati et al., 2006) y como 
un activador (Tang et al., 2007; Devary et al., 1993) de la vía de NF-κB.  
En células HeLa, FGF y EGF estimulan la actividad transcripcional de NF-κB con una 
intensidad mucho menor que TNFα (Figura 20) y hSpry2-wt no inhibe significativamente la 
activación de NF-κB en respuesta a FGF. En Gross et al. (2001), la activación por FGF que se 
describe para este factor de transcripción y la inhibición de la misma por la sobreexpresión de 
hSpry2-wt, son mucho mayores. Una posible explicación para esta discrepancia de resultados, 
es que en Gross et al. (2001) se emplean fibroblastos murinos NIH-3T3 que poseen un mayor 
número de receptores de FGF que las células HeLa que nosotros empleamos, que son de origen 
epitelial. En cuanto al mutante hSpry2-Y55F, la activación transcripcional de NF-κB que éste 
induce (Figura 20), es similar tanto en condiciones de ayuno como de estimulación por FGF.  
En el caso de la estimulación con EGF, la sobreexpresión tanto de hSpry2-wt como de su 
mutante Y55F, aumenta la activación de NF-κB por encima de los niveles obtenidos para el 
vector. Si la activación transcripcional de NF-κB por EGF está mediada a través de la vía de 
ERK, estos datos se corresponderían con el papel de hSpry2 como potenciador de la activación 
de ERK inducida por EGF (Egan et al., 2002).  
 
3a. EL SUPERREPRESOR IκBα-32-36 INHIBE LA ACTIVACIÓN TRANSCRIP-
CIONAL DE NF-κB INDUCIDA POR LA SOBREEXPRESIÓN DE hSPRY2-
Y55F 
 
En función de los resultados anteriores, analizamos si la activación transcripcional de NF-κB 
inducida por la sobreexpresión de hSpry2-Y55F se veía afectada por la cotransfección con el 
superrepresor IκBα-32-36. Esta proteína tiene mutadas las serinas que se fosforilan tras la 
estimulación con TNFα, paso fundamental para la ubiquitinación y degradación del represor de 
NF-κB y, por lo tanto, para la activación de NF-κB (DiDonato et al., 1996). Como se aprecia en 
la Figura 21, la presencia de IκBα-32-36 inhibe la activación transcripcional de NF-κB 
promovida por la estimulación con TNFα y por la sobreexpresión de TRAF2. Del mismo modo, 
la activación de NF-κB inducida por la sobreexpresión del mutante hSpry2-Y55F también está 
completamente inhibida en presencia de este superrepresor, tanto en condiciones de 
estimulación con TNFα como de ayuno. Estos datos parecen indicar que hSpry2-Y55F ejerce su 
efecto por encima de este punto en la ruta de activación de NF-κB. Por otro lado, puesto que 
en principio IκBα-32-36 inhibe la activación de la ruta canónica de activación de NF-κB, este 
dato sugiere que hSpry2-Y55F afecta a esta ruta y no a otras, no obstante, no se puede 
confirmar hasta que no se utilicen inhibidores químicos y dominantes negativos de proteínas 
involucradas en las otras rutas de activación de NF-κB.  
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3b. NO SE DETECTA LA FOSFORILACIÓN EN TIROSINA DE hSPRY2 POR 
TNFα 
 
Dadas las diferencias en la activación de NF-κB por TNFα cuando hSpry2-wt o el mutante 
Y55F se sobreexpresan (Figura 18), se quiso estudiar si TNFα promovía la fosforilación en la 
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Figura 21. El súperrepresor IκBα-32-36 inhibe la activación transcripcional de NF-κB inducida por la 
sobreexpresión del mutante hSpry2-Y55F. Células HeLa fueron transfectadas con los plásmidos para 
hSpry2-wt, hSpry2-Y55F, TRAF2, IκBα-32-36 o vector (φ) además de con los plásmidos NF-κB-Luc y 
renilla (ver Materiales y Métodos). Las células se privaron de suero 18 h y se estimularon, o no, con 50 
ng/ml TNFα durante 5h. Ambos paneles pertenecen al mismo ensayo pero se han separado por la diferencia 
de escala entre ambas condiciones. Los valores representan los datos obtenidos normalizados respecto al 
vector  en ausencia de estimulación. Estos histogramas son representativos de tres ensayos independientes 
realizados por triplicado. 
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Figura 22. No se detecta la fosforilación en tirosina de hSpry2 por la estimulación por TNFα. Células 
293T fueron transfectadas con los plásmidos para hSpry2-wt o hSpry2-Y55F. Tras 18 h privadas de suero, 
las células se estimularon con 50 ng/ml FGF 10 min o 50 ng/ml TNFα 20 min, y se inmunoprecipitaron las 
proteínas transfectadas. La fosforilación en tirosina se evaluó por IB del inmunoprecipitado. La membrana 
se deshibridó y se incubó para evaluar los niveles de proteína inmunopecipitada. Los extractos celulares se 
emplearon para evaluar los niveles de IκBα y de p-ERK. Este experimento es representativo de tres ensayos 
independientes.  
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fosforilación en tirosina de hSpry2. No obstante, es posible, que TNFα sí promueva esta 
fosforilación pero en un tiempo distinto al medido en estos ensayos, o bien que esté por debajo 
del umbral de detección de la técnica IP/IB. Está descrito que TNFα promueve la activación del 
EGFR (Yamaoka et al., 2008) y de c-Src, quinasa que además interacciona con TNFRI 
(Pincheira et al., 2008), por lo que es de esperar que las tirosín-quinasas que fosforilan a  
hSpry2 se activen por la estimulación con TNFα. 
 
3c. LA SOBREEXPRESIÓN CONJUNTA DE TRAF2 Y hSPRY2-Y55F ACTIVA 
TRANSCRIPCIONALMENTE A NF-κB DE FORMA SINERGÍSTICA 
 
Los efectos de hSpry2-Y55F en la activación transcripcional de NF-κB eran tan novedosos, 
que quisimos profundizar en el papel de hSpry2 en esta vía. Para empezar, se buscó en 
diversas bases de datos si estaba descrita la interacción de hSpry2 con alguna proteína 
implicada en la vía de NF-κB. En la base de datos de biogrid (http://www.thebiogrid.org/; Stark 
et al., 2006) figuraba que según un estudio de doble híbrido a gran escala (Rual et al., 2005), 
hSpry2 interaccionaba con la proteína TRAF2, una proteína importante en la transducción de 
señales desde el TNFR (Chung et al., 2007; Xu et al., 2004). En el trabajo de Rual et al. (2005), 
se analizan 7500 ORFs completos de proteínas humanas utilizando tres genes inducibles 
diferentes; una fracción de los resultados positivos, se confirman por ensayos de pull-down, con 
una confirmación del 85,5%, pero la interacción entre hSpry2 y TRAF2 no se comprobó por 
este sistema.  
En la bibliografía está descrita otra ubiquitina ligasa, llamada Siah2 (seven in absentia 
homólogo 2; Hu et al., 1997; Carthew y Rubin, 1990), que interacciona y ubiquitina a hSpry2 
promoviendo su degradación (Nadeau et al., 2007). El dominio de unión a ligando de Siah2 es, 































Activación transcripcional de NF-κB
φ
Figura 23. La sobreexpresión conjunta
de hSpry2-Y55F y TRAF2 activa
sinergísticamente NF-κB. Células HeLa
fueron transfectadas con los plásmidos
para hSpry2-wt, hSpry2-Y55F, TRAF2  o
vector (φ) indicadas además de con los
plásmidos de NF-κB-Luc y renilla (ver
Materiales y Métodos). Tras 18 h privadas
de suero se analizó la inducción de
luciferasa y de renilla. Los valores
representan los datos obtenidos
normalizados respecto al vector. Este
histograma es representativo de tres
ensayos independientes realizados por
triplicado. 
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ausencia de homología entre ambas secuencias (Polekhina et al., 2002). Ambas proteínas 
presentan una distribución de dominios similar y sí poseen cierta homología de secuencia en su 
RING-finger (Polekhina et al., 2002). Siah2 interacciona con TRAF2, lo ubiquitina y promueve su 
degradación en condiciones de estrés (Habelhah et al., 2002).  
Además, TRAF2 actúa en la vía de TNFR/NF-κB por encima de la degradación de IκB, como 
según nuestros datos, está haciendo hSpry2-Y55F (Figura 21). Esto sumado a los resultados 
publicados de doble-híbrido y la existencia de una proteína estructuralmente parecida a TRAF2 
que interacciona tanto con hSpry2, como con TRAF2, convertían a TRAF2 representaba un buen 
candidato por el cual se pudiese vincular a hSpry2 en la vía de NF-κB.  
Se ha descrito que la sobreexpresión de TRAF2 activa NF-κB, por un mecanismo poco 
conocido que se cree que involucra la oligomerización de TRAF2 (Baud et al., 1999). Ante la 
posibilidad de que hSpry2 interaccione con TRAF2 (Rual et al., 2005), estudiamos los efectos 
transcripcionales sobre NF-κB que tiene la sobreexpresión conjunta de TRAF2 y del mutante 
Y55F de hSpry2. Como se puede observar en la Figura 23, la sobreexpresión de TRAF2 
aumenta la activación transcripcional de NF-κB más potentemente que la sobreexpresión de 
hSpry2-Y55F, pero la sobreexpresión simultánea de ambas proteínas tiene efectos sinergísticos 
sobre esta vía en células sin estimular. 
 
3d. LA SOBREEXPRESIÓN DE TRAF2 INHIBE LA ACTIVACIÓN 
TRANSCRIPCIONAL DE ELK-1 INDUCIDA POR FGF 
 
No está descrito que TRAF2 actúe en la ruta de señalización del FGFR, por lo que se analizó si 
esta proteína afectaba a la ruta de activación de Elk-1 inducida por FGF y si su sobreexpresión 
afectaba a la inhibición que ejerce hSpry2 sobre esta ruta. Para ello, se realizaron ensayos 
luciferasa con este factor de transcripción sobreexpresando TRAF2 sólo, conjuntamente con 
hSpry2-wt o hSpry2-Y55F, y en condiciones de ayuno o de estimulación con FGF. Como se 
observa en la Figura 24, la sobreexpresión de TRAF2 no afecta a la activación de Elk-1 en 
condiciones de ayuno. Sin embargo, en condiciones de estimulación por FGF, TRAF2 inhibe la 
activación transcripcional de Elk-1. Cómo estaría TRAF2 afectando a la ruta de señalización del 
FGFR se desconoce.  
La sobreexpresión de TRAF2 no poduce una activación de ERK pero sí de JNK (Reinhard et 
al., 1997). Por otro lado, está descrito que una activación constitutiva de JNK desacopla la 
activación de MEK inducida por estímulos mitogénicos como el EGF de la estimulación de ERK 
(She et al., 2003). Por tanto, es posible que la activación de JNK promovida por la 
sobreexpresión de TRAF2, esté impidiendo la activación de ERK inducida por FGF. No obstante 
esta hipótesis no se puede confirmar hasta que no se realicen experimentos inhibiendo la ruta 
de JNK, por ejemplo con inhibidores químicos. 
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3e. TRAF2 CO-LOCALIZA PARCIALMENTE CON hSPRY2-WT Y hSPRY2-Y55F 
 
Para investigar la posible interacción in vivo entre TRAF2 y hSpry2, se transfectaron células 
HeLa y se realizaron inmunofluorescencias para determinar si las proteínas co-localizaban. En la 
Figura 25A y B se muestra la distribución de hSpry2-wt y hSpry2-Y55F en estas células, en 
distintos planos confocales transversales tomados alrededor del núcleo. Tanto hSpry2-wt como 
hSpry2-Y55F se localizan en pequeñas vesículas o puntos distribuidos principalmente en el 
citosol, aunque sorprendentemente algunos se encuentran localizados en el núcleo. No existen 
referencias que describan una localización nuclear de hSpry2. Puede ser que su sobreexpresión 
fuerce esta localización de forma artefactual, no obstante, la mayoría de las 
inmunofluorescencias publicadas con hSpry2 están realizadas también en condiciones de 
sobreexpresión. Una publicación reciente muestra inmunofluorescencias de hSpry2 endógeno, 
en mioblastos murinos C2C12, y sobreexpresado en células Cos1 y MDCK (Kim et al., 2007a) y 
la distribución de hSpry2 en todas estas células es parecida entre sí y similar a la que nosotros 
detectamos. En este trabajo no se menciona que hSpry2 tenga una localización nuclear, no 
obstante observando las inmunofluorescencias mostradas en este trabajo, no se puede 
descartar que así sea.  
En la mayoría de las células, TRAF2 sobreexpresado se distribuye por el citoplasma además, 





































Figura 24. La sobreexpresión de TRAF2 inhibe la activación transcripcional de Elk-1 inducida por 
FGF. Células HeLa fueron transfectadas con los plásmidos hSpry2-wt, hSpry2-Y55F, TRAF2 o vector (φ) 
además de con los plásmidos necesarios para evaluar la activación transcripcional de Elk-1 por ensayos 
luciferasa (ver Materiales y Métodos). Las células se privaron de suero 18 h y se estimularon, o no, con 50 
ng/ml FGF 5 h. Los valores representan los datos obtenidos normalizados respecto a las células 
transfectadas con vector sin estimular. Este histograma es representativo de tres ensayos independientes 
realizados por triplicado. 
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Figura 25. Localización de hSpry2-wt y hSpry2-Y55F sobreexpresado en células HeLa. 
Inmunofluorescencias de hSpry2-wt (A) o hSpry2-Y55F (B) sobreexpresados en células HeLa, Las 
proteínas hSpry2-wt/Y55F aparecen en verde y los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). Los paneles (a), 
(b) y (c) se correponden con distintos planos confocales transversales. Los paneles (d) se corresponden 
con las imágenes de contraste interdiferencial y los paneles (e) con las proyecciones de los distintos 
planos tomados. En los paneles (f) aparecen ampliadas las células señaladas en los paneles (c) con un 
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rencial (DIC) (Figura 26). Existen pocos trabajos en los que se hayan realizado 
inmunofluorescencias de esta proteína. La naturaleza de estas vesículas se desconoce porque 
no se han llegado a utilizar marcadores específicos para determinar el tipo de orgánulo que 
representan, no obstante, el patrón podría corresponderse con endosomas (Husebye et al., 
2006). 
 
Cuando hSpry2-wt o hSpry2-Y55F están sobreexpresados junto con TRAF2, parte de la 
proteína hSpry2-wt o Y55F relocaliza en las vesículas que la sobreexpresión de TRAF2 provoca 
(Figura 27A y B respectivamente), aunque TRAF2 está preferentemente localizado rodeando a 
hSpry2. La co-localización TRAF2-hSpry2 tiene lugar en estas vesículas, así como en zonas 
citoplasmáticas. 
 
3f. TRAF2 INTERACCIONA IN VIVO CON hSPRY2 
 
Para determinar si TRAF2 interacciona con hSpry2-wt y hSpry2-Y55F, además de co-localizar, 
se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitación. Para ello, se transfectaron células 293T con  
TRAF2 y hSpry2-wt o el mutante Y55F. Los extractos celulares se utilizaron para 
Figura 26. Inmunofluorescencia de células HeLa transfectadas con TRAF2. Para la detección de TRAF2 se 
utilizó un secundario marcado con Alexa 647 y los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). Los paneles (a), (b) y (c) 
se corresponden con distintos planos confocales transversales. El panel (d) es la imagen de contraste 
interdiferencial y el panel (e) es la proyección de los distintos planos tomados. 
TRAF2
DAPI a b c
d e
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Figura 27. TRAF2 co-localiza parcialmente con hSpry2-wt y hSpry2-Y55F. Inmuno-fluorescecncias en 
células HeLa de TRAF2 sobreexpresado conjuntamente con hSpry2-wt (A) o hSpry2-Y55F (B). TRAF2 
aparece en rojo [paneles (a)] y hSpry2-wt y su mutante Y55F en verde [paneles (b)]. Los núcleos han sido 
teñidos con DAPI [azul, paneles (c)]. Los paneles (d) se corresponden con la superposicón de TRAF2, 
hSpry2-wt/Y55F y DAPI. Los paneles (e) muestran una ampliación de la célula señalada con un asterisco en 
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inmunoprecipitar las proteínas hSpry2 (Figura 28A) o bien la proteína TRAF2 (Figura 28B). 
TRAF2 co-inmunoprecipita en la misma medida con hSpry2-wt que con su mutante Y55F. 
Es difícil asegurar si esta interacción es directa o no. Los datos publicados de la interacción 
entre hSpry2 y TRAF2 por doble-híbrido (Rual et al., 2005) apuntan a que probablemente sea 
directa. Por otro lado, dados los tampones de lisis y de lavado empleados en las co-
inmunoprecipitaciones (ver Materiales y Métodos), las condiciones de co-inmunoprecipitación 
empleadas son relativamente astringentes, lo que también podría sugerir que la interacción es 
directa, no puediendo excluirse que ambas proteínas formen parte de algún complejo multi-
proteico.  
Como TRAF2 interacciona tanto con hSpry2-wt como con el mutante Y55F, parece improbable 
que esta interacción sea la explicación del distinto comportamiento en la activación
transcripcional de NF-κB entre hSpry2 y el mutante de Y55F. No obstante, esta interacción hace 
más plausible que hSpry2 juegue un papel en la vía de NF-κB dada la importancia que TRAF2 
tiene en la activación de este factor transcripcional en la señalización por TNFα. 
 
3g. ∆TRAF2 INTERACCIONA CON hSPRY2 IN VIVO 
 
hSpry2 interacciona con distintas proteínas que cuentan con un RING-finger y que, al igual 
que TRAF2, son ubiquitina ligasas: Cbl (Wong et al., 2001) y Siah2 (Nadeau et al., 2007). Por 
otro lado, el RING-finger de TRAF2, además de poseer su actividad ubiquitina ligasa (Habelhah 
et al., 2004), es un dominio de interacción con proteínas como IKKα o IKKβ (Devin et al., 
2001).  
Por ello, quisimos estudiar si el mutante de ∆TRAF2, un mutante de deleción que carece de 
los aminoácidos 6-86 y por tanto del RING-finger de TRAF2, era capaz de interaccionar con 
hSpry2 in vivo. Como se aprecia en la Figura 29, ∆TRAF2 une con la misma afinidad a hSpry2 
que a TRAF2, por lo que el RING-finger de TRAF2 es prescindible para su unión a hSpry2. Los 
mismos resultados se obtuvieron para hSpry2-Y55F y en condiciones de estimulación con TNFα 
(datos no mostrados).  
Un efecto que se producía en la mayoría de los experimentos en los que se co-transfectaba 
TRAF2 con hSpry2-wt o hSpry2-Y55F, es que la sobreexpresión de TRAF2 parecía afectar a la 
cantidad de ambas proteínas hSpry2. Este efecto lo achacamos a la actividad ubiquitina ligasa 
de TRAF2, aunque no se llegaron a utilizar inhibidores del proteasoma, ni de lisosomas, para 
determinar la naturaleza exacta de este fenómeno. Sin embargo, sí apreciamos que las 
cantidades de proteína hSpry2-wt y hSpry2-Y55F aumentaban cuando se co-expresaban con 
∆TRAF2. Como el mutante ∆TRAF2 carece de la función Ub-ligasa, y ya que su sobreexpresión 
estabiliza a las proteínas hSpry2, es posible que compita con otras Ub-ligasa que degradan a 
hSpry2.  
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Figura 28. TRAF2 interacciona in vivo con hSpry2-wt y hSpry2-Y55F. Células 293T fueron 
transfectadas con los plásmidos para las proteínas indicadas. (A) TRAF2 co-inmunoprecipita con hSpry2-
wt y hSpry2-Y55F. 24 h postranfección los extractos celulares se procesaron según las indicaciones de 
µMACS (Miltenyi Biotech) para inmunoprecipitar las proteínas transfectadas con el epítopo HA. (B) hSpry2 
y hSpry2-Y55F co-inmunoprecipitan con TRAF2. 24 h postranfección los extractos celulares se incubaron 
con anticuerpo anti-Flag unido a sepharosa. En ambos paneles, los inmunoprecipitados y una fracción de los 
extractos se analizaron por IB con los anticuerpos indicados. Este blot es representativo de tres ensayos 
independientes. 
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3h. EL MUTANTE PQD DE hSPRY2 INTERACCIONA IN VIVO CON TRAF2  
 
Puesto que la unión de hSpry2 no es a través del RING-finger de TRAF2, es posible que sea a 
través de su dominio TRAF, dominio por el cuál TRAF2 interacciona con otras proteínas como 
TNFRII (Rothe et al., 1994), CD40 (Pullen et al., 1998 y 1999), TANK1 (Rothe et al., 1996) o la 
proteína del virus Epstein-Bar LMP1 (Devergne et al., 1996; Kaye et al., 1996; Busch y Bishop, 
2001).  
La bibliografía define dos secuencias consenso de unión a TRAF2 (Ye y Wu, 2000) y, más 
concretamente, a la región característica de esta familia de proteínas llamada dominio TRAF 
(Rothe et al., 1994; Cheng et al., 1995). Las dos secuencias consenso de unión al dominio 
TRAF se denominan “consenso menor” y “consenso mayor”, en referencia a la abundancia de 
proteínas que presentan sendas secuencias consenso. Como aparece reflejado en la Figura 30, 
hSpry2 presenta en su extremo N-terminal cierta homología con la secuencia de unión 
“consenso menor”. También observamos que en la secuencia de c-Cbl, una ubiquitina ligasa 
muy relacionada con hSpry2, también existe una región que coincide exactamente con la 
Figura 29. TRAF2 y ∆TRAF2 co-inmunoprecipitan con HA-hSpry2-wt. Células 293T fueron 
transfectadas con los plásmidos para las proteínas indicadas. 24 h postransfección los extractos 
celulares se procesaron según las indicaciones de µMACS (Myltenyi Biotech) para inmunoprecipitar 
las proteínas transfectadas con el epítopo HA. Los inmunoprecipitados y una fracción de los 
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secuencia de unión “consenso mayor” de unión a TRAF2.  
 
Para determinar si hSpry2 se une a TRAF2 por esta secuencia similar a la “consenso menor”, 
se mutaron a alanina los aminoácidos conservados de esta secuencia en hSpry2-wt y hSpry2-
Y55F: P13, Q15 y D20 (hSpry2-PQD y hSpry2-PQD-Y55F). Como se puede observar en la Figura 
31, la capacidad de estos dos mutantes de hSpry2 de co-inmunoprecipitar TRAF2 se mantiene 
intacta, por lo que la secuencia 13-P-LL-Q-TPR-D-20 de hSpry2 no es la responsable de su unión 
a TRAF2.  
Es posible que hSpry2 interaccione con TRAF2 por una secuencia distinta a las secuencias 
consenso descritas. Los monómeros de TRAF2 interaccionan entre sí a través del dominio TRAF 
estableciendo interacciones no relacionadas con las secuencias consenso (Park et al., 1999; 
Chung et al., 2007). Lo mismo ocurre con la interacción entre TRADD y TRAF2 (Askenasi y 
Dixit, 1998; Chung et al., 2007).  
TRAF2 cristaliza formando trímeros (Park et al., 1999) y aunque no existe una estructura 
cristalina de hSpry2, está descrito que dimeriza (Nadeau et al., 2007; Sasaki et al., 2001; 
Figura 30. Estructura de la proteína TRAF2 y descripción de las secuencias consenso de unión al 
dominio TRAF. TRAF2 posee un dominio RING-finger en su extremo N-terminal seguido de cinco Zn-
fingers. El dominio TRAF, característico de esta familia, se subdivide en dos regiones, el subdominio TRAF-
N, que tiene una estructura de bucle súper-enrollado (coiled coil), y el subdominio TRAF-C, que es el más 
conservado. Todos los miembros canónicos de la familia TRAF poseen esta distribución de dominios, a 
excepción de TRAF1 que carece del RING-finger. El subdominio TRAF-C/MATH es compartido por una 
familia funcionalmente no relacionada, las meprinas (metaloproteinasas extracelulares, Uren y Vaux, 1996), 
de ahí que este dominio se denomine también MATH por Meprin and TRAF homology domain. (1)Devin et al., 
2001; (2)Rothe et al., 1994, (3)Pullen et al., 1998 y 1999; (4) Devergne et al., 1996; Kaye et al., 1996; Busch y 
Bishop, 2001;. (5)Rothe et al., 1996. 
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Figura 32. TRAF2 co-inmunoprecipita con c-Cbl. Células 293T fueron transfectadas con los plásmidos 
que codifican para las proteínas indicadas. 24 h postransfección se evaluó la interacción entre ambas 
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Figura 31. TRAF2 interacciona in vivo con hSpry2-PQD y hSpry2-PQD-Y55F. Células 293T fueron 
transfectadas con los plásmidos para las proteínas indicadas y 24 h postransfección los extractos celulares 
se procesaron según las indicaciones de µMACS (Miltenyi Biotech) para inmunoprecipitar las proteínas 
transfectadas con el epítopo HA. Los inmunoprecipitados y una fracción de los extractos se analizaron por 
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Hanafusa et al., 2002, Mason et al., 2004) o forma estructuras de mayor número de 
monómeros (Wu et al., 2005). Siah2, que interacciona tanto con hSpry2 (Nadeau et al., 2007) 
como con TRAF2 (Habelhah et al., 2002), cristaliza formando dímeros (Polekhina et al., 2002). 
La afinidad de la unión de TRAF2 con otras proteínas, tanto por la secuencia consenso mayor 
como menor, es baja y es la avidez la que ofrece estabilidad a esta unión (Ye y Wu, 2000). El 
hecho de que hSpry2 sea capaz de oligomerizar, invita a pensar que su unión con TRAF2 
dependa también de la oligomerización de ambas proteínas.  
Puesto que c-Cbl presenta una secuencia canónica de unión a TRAF2, se estudió si ambas 
proteínas también interaccionaban. Para ello, se sobreexpresaron en células 293T y se 
realizaron ensayos de co-inmunoprecipitación. Ambas proteínas interaccionan in vivo, como se 
puede apreciar en la Figura 32. Aunque estaría por determinar si esta interacción se produce a 
través de la secuencia “consenso mayor” de c-Cbl. No se puede descartar, que esta unión sea a 
través de la propia proteína hSpry2 o de alguna otra proteína. Esta es la primera vez que se 
describe que TRAF2 y c-Cbl interaccionan in vivo.  
 
3i. hSPRY2-WT Y hSPRY2-Y55F INTERACCIONAN IN VIVO CON p65 
 
Como las proteínas hSpry2-wt y hSpry2-Y55F interaccionan con TRAF2, es posible que hSpry2 
forme parte de un complejo mayor en el que también estén presentes otras proteínas de la vía 
Figura 33. hSpry2-wt y hSpry2-Y55F co-inmunoprecipitan con p65. Células 293T transfectadas 
con los plásmidos indicados, fueron estimuladas, o no, con 50 µg/ml TNF 20 min tras 18 h de ayuno. 
Los extractos celulares se procesaron según las indicaciones de µMACS (Miltenyi Biotech) para 
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de NF-κB. Por ello decidimos comprobar si hSpry2-wt y su mutante Y55F interaccionaban in 
vivo con p65. Los resultados muestran (Figura 33), que ambas proteínas hSpry2 co-
inmunoprecipitan con p65 independientemente de la estimulación con TNFα. Aparentemente, 
no hay diferencias entre hSpry2-wt y hSpry2-Y55F en la capacidad de interaccionar con p65, 
por lo que estos datos tampoco arrojan luz sobre el comportamiento distinto de ambas 
proteínas hSpry2 en la activación transcripcional de NF-κB. Sin embargo, la interacción de 
hSpry2 con p65 abre un abanico de posibilidades sobre el papel que pueda desempeñar hSpry2 
en la ruta de NF-κB. Como los datos obtenidos por inmunofluorescencias, apuntan a que 
hSpry2 también se localiza en el núcleo,  habría que determinar si hSpry2 interacciona con p65 
en el citoplasma, en el núcleo o en ambas localizaciones, es más, puesto que hSpry2 no posee 
una señal de localización nuclear, es posible que sea su interacción con p65 la que facilite la 
localización de hSpry2 en el núcleo. 
 
3j. LA SOBREEXPRESIÓN DE hSPRY2-WT Y DE hSPRY2-Y55F EN CÉLULAS    
HeLa NO AFECTA A LA UNIÓN DE NF-κB A UN SITIO CONSENSO κB  
 
Es posible que la activación transcripcional de NF-κB, inducida por la sobreexpresión del 
mutante hSpry2-Y55F detectada por ensayos luciferasa, se refleje en un aumento de la unión 
de NF-κB a los promotores con secuencias κB. Por ello, nos planteamos si la presencia de 
hSpry2 afectaba a la unión de NF-κB a sus sitios consenso por ensayos de retardo 
electroforético en gel (EMSA). Para ello se generaron células HeLa establemente transfectadas 
con pCEFL-KZ-AU5, pCEFL-KZ-AU5-hSpry2-wt y pCEFL-KZ-AU5-hSpry2-Y55F pero sin selección 
clonal. Las células transfectadas con hSpry2-Y55F sobreexpresaban mayor cantidad de esta 
proteína que aquellas transfectadas con hSpry2-wt (Figura 34A). Se decidió emplear ambos 
transfectantes a pesar de la diferencia de expresión. 
Extractos nucleares de estos transfectantes estables de HeLa estimulados, o no, con TNFα se 
emplearon en ensayos EMSA (ver Materiales y Métodos). Como se puede comprobar (Figura 
34B), no existen diferencias en la unión de NF-κB entre las células transfectadas con hSpry2-wt 
o hSpry2-Y55F y aquellas transfectadas con vector, ni en condiciones de ayuno ni de 
estimulación con TNFα.  
Se comprobó si existía alguna diferencia entre los dímeros de NF-κB que se unían a la 
secuencia consenso κB cuando hSpry2-wt o hSpry2-Y55F estaban sobreexpresados. Para ello, 
se realizaron ensayos de súper-retardo en gel incubando las muestras con los anticuerpos anti-
p65, -p50, -p52 o -RelB. La presencia de hSpry2-wt/Y55F no afecta al tipo de dímeros que se 
unen al oligo marcado (Figura 35). En condiciones de ayuno, la pareja de NF-κB unida al oligo 
marcado es p50/p50. Este dímero es, en principio, un represor de la actividad transcripcional de 
NF-κB ya que se une a los sitios κB pero, al no poseer un dominio de transactivación, no activa 
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la transcripción pero sí impide la unión de otros dímeros NF-κB activos (Franzoso et al., 1992 y 
1993). 
En condiciones de estimulación con TNFα, el dímero que se une mayoritariamente al oligo 
marcado es p65/p50, un dímero transcripcionalmente activo puesto que p65 posee un dominio 
de transactivación. Para comprobar que las bandas obtenidas eran específicas, además del 
oligo marcado se incluyó el oligo sin marcar en un exceso de 40X. Como se puede comprobar, 
el retardo desaparece en presencia del oligo frío, lo que indica que las bandas son específicas.  
 
Estos resultados no explican los datos obtenidos con los ensayos luciferasa. Los ensayos 
luciferasa miden la activación transcripcional mientras que los ensayos EMSA evalúan la unión o 
no de NF-κB a un sitio consenso κB. Sin unión del factor de transcripción no se puede dar la 
activación transcripcional, pero la unión del mismo no necesariamente implica activación. La 
estimulación continua con TNFα de un cultivo celular provoca una oscilación en la activación de 
NF-κB, es decir, se producen ciclos sucesivos de degradación de IκB/liberación de NF-
κB/translocación al núcleo y resíntesis de IκB /down-regulación de NF-κB, ciclos que a lo largo 
Figura 34. La sobreexpresión de hSpry2-wt o de hSpry2-Y55F en células HeLa no afecta a la unión 
de NF-κB a un sitio consenso κB. (A) Expresión de la proteína hSpry2-wt y hSpry2-Y55F en los 
transfectantes estables de HeLa. Cantidades iguales de extractos totales de HeLa se analizaron por IB. 
(φ): vector. (B) EMSA de los extractos nucleares de los transfectantes estables. 6 µg de los extractos 
nucleares de las células estimuladas, o no, con 50 ng/ml TNFα durante 20 min, se emplearon en ensayos 
EMSA con un oligo con una secuencia consenso κB (ver Materiales y Métodos). Este ensayo es 
representativo de tres experimentos independientes. (C) Degradación de IκBα. La degradación de IκBα y 
la expresión de β-actina en los extractos citoplasmáticos de las células empleadas en el apartado (B), se 
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del tiempo se van volviendo asincrónicos en la población celular estimulada (Nelson et al., 
2004). La activación de NF-κB por la sobreexpresión de hSpry2-Y55F no se producirá de forma 
simultánea en todas las células, sino a medida que la proteína se vaya expresando, al contrario 
de lo que ocurre cuando se añade TNFα al cultivo celular, en el que todas las células son 
estimuladas simultáneamente. Por lo tanto, es posible que la sobreexpresión de hSpry2-Y55F 
active de forma cíclica la actividad transcripcional de NF-κB de la misma manera que lo hace la 
estimulación sostenida con TNFα. De ser así, y puesto que los ensayos luciferasa miden la 
acumulación de la proteína del gen reportero a lo largo del tiempo de estimulación, sería 
esperable que dicha activación fuese fácilmente registrada con ensayos luciferasa.  
Figura 35. La sobreexpreión de hSpry2-wt o de hSpry2-Y55F en células HeLa no afecta a la 
naturaleza de los dímeros de NF-κB que se unen a los sitios consenso κB. Los extractos nucleares 
de las céulas HeLa transfectadas establemente con hSpry2-wt, hSpry2-Y55F o vector (φ) fueron 
utilizados en ensayos de súper-retardo en gel (ver Materiales y Métodos). (A) Extractos nucleares de 
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Por otro lado, los ensayos EMSA miden la translocación de NF-κB al núcleo y su unión a la 
sonda radiactiva, fenómeno que es muy fácil de observar cuando las células se estimulan 
simultáneamente con un fuerte estímulo de NF-κB como TNFα. En el caso de las células que 
sobreexpresan hSpry2-Y55F, la activación de NF-κB, que es muy inferior a la que se obtiene en 
ensayos luciferasa tras la estimulación con TNFα, no estará sincronizada en todas las células, lo 
que sumado al hecho de que esta activación es débil, no es sorprendente que no se observe 
una mayor unión en este caso en los ensayos EMSA.  
Por otro lado, como muestran nuestros resultados (Figura 34), aunque la activación de NF-κB 
por TNFα y la sobreexpresión de hSpry2-Y55F es sinergística en ensayos luciferasa, tampoco se 
observan diferencias en condiciones de estimulación en los ensayos EMSA. Las posibles 
explicaciones descritas para el caso del ayuno también pueden aplicarse en este caso. No 
obstante, el papel de hSpry2-Y55F no necesariamente tiene que ser el mismo en condiciones de 
ayuno y de estimulación por TNFα, podría ocurrir que en condiciones de estimulación, la 
presencia de hSpry2-Y55F medie la fosforilación u otra modificación de los dímeros de NF-κB o 
de aquellas proteínas necesarias para la activación de la transcripción. 
 
3k. LA SOBREEXPRESIÓN DE hSPRY2 Y DE hSPRY2-Y55F EN CÉLULAS SW480-
ADH, SÍ AFECTA A LA NATURALEZA DE LOS DÍMEROS NF-κB QUE SE 
UNEN A UN SITIO CONSENSO κB  
 
La línea celular SW480 fue establecida en 1976 de un adeno-carcinoma primario humano 
(Leibovitz et al., 1976). Es una de las líneas celulares de cáncer colo-rectal mejor 
caracterizadas, en la que se han descrito dos poblaciones con morfología y respuesta hormonal 
distinta: SW480-ADH (adherentes) y SW480-R (redondeadas); siendo las redondeadas 
altamente tumorogénicas en ratones atímicos en comparación con las adherentes (Pálmer et 
al., 2001). Estudios de expresión de ambas líneas celulares han establecido una clara diferencia 
en la expresión endógena de hSpry2, siendo mayor su expresión en las SW480-R (Pálmer et al., 
2003). Por todo ello, se eligió este modelo celular para estudiar los efectos de hSpry2-wt y 
hSpry2-Y55F en la vía de NF-κB. Se  generaron líneas SW480-ADH establemente transfectadas 
con pCEFL-KZ-hSpry2-wt, pCEFL-KZ-hSpry2-Y55F o vector vacío, sin hacer selección clonal. De 
nuevo, las células transfectadas con hSpry2-wt expresaban menor cantidad de esta proteína 
que aquellas transfectadas con hSpry2-Y55F (Figura 36A).  
Primero, se analizó si la presencia de hSpry2, afectaba a la unión de NF-κB a sus secuencias 
consenso por ensayos EMSA, utilizando extractos nucleares de estos transfectantes estables de 
SW480-ADH estimulados, o no, con TNFα (Figura 36B). Cabe destacar que el patrón de bandas 
retardadas que se obtienen en ensayos de EMSA en estas células es similar tanto en 
condiciones de ayuno como de estimulación con TNFα y lo que varía es la intensidad de las 
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Figura 36. La sobreexpresión de hSpry2-wt o de hSpry2-Y55F en células SW480-ADH sí
afecta a la unión de NF-κB a una secuencia  consenso κB. (A) Expresión de la proteína hSpry2-
wt y hSpry2-Y55F en los transfectantes estables de SW480-ADH. Cantidades iguales de
extractos totales se analizaron por IB. (φ): vector. (B) Degradación de IκBα en los extractos
citoplasmáticos y distribución de p50 y p65. IB de 30 µg de extractos nucleares y citoplasmáticos
de las células estimuladas o no con 50 ng/ml TNFα durante 20 min. (C) Ensayos EMSA. 10 µg de los
extractos nucleares utilizados en el ensayo del apartado (B) se emplearon en ensayos EMSA con un
oligo con un sitio consenso κB (ver Materiales y Métodos). Las muestras de la derecha se incubaron
con oligo frío antes de añadir el oligo marcado. Están señaladas con asteriscos, las dos bandas
retardadas que aparecen y que difieren en su intensidad cuando hSpry2-wt o Y55F están




























  - 89 - 
                       Resultados y Discusión 
mismas. Ya se ha descrito, que las células SW480, que tienen mutaciones oncogénicas de Ras 
(Trainer et al., 1988), poseen una activación constitutiva de NF-κB (Agarwal et al., 2005; 
Voboril y Weberova-Voborilova, 2006). Como se puede comprobar en estos ensayos (Figura 
36C), en este modelo celular sí existen diferencias entre las bandas retardadas cuando las 
células están transfectadas con hSpry2-wt o hSpry2-Y55F respecto a cuando lo están con 
vector. Cuando las proteínas hSpry2 están sobreexpresadas, la banda más intensa es la banda 
de mayor movilidad [(**) Figura 36C], mientras que en las células transfectadas con vector, la 
banda más intensa es la más retrasada [(*) Figura 36C]. Estos datos muestran que la presencia 
de hSpry2-wt/Y55F sí afecta a la naturaleza de los dímeros NF-κB que se unen a la secuencia 
consenso κB en este tipo celular.  
Por ello estudiamos la naturaleza de los dímeros NF-κB que se unían a la sonda, para lo que 
se realizaron ensayos de súper-retardo en gel. La composición de parejas de NF-κB que se 
detectan por ensayos EMSA en este tipo celular, es mucho más compleja que en células HeLa, 
debido a ello es difícil asegurar cuál es la composición de las bandas (A) y (B) (Figura 37), 
puesto que no en todas las ocasiones es fácil diferenciar una banda de súper-retardo con una 
banda de retardo. No obstante, se puede concluir, que mayoritariamente la banda de retardo 
(A) está formada principalmente por dímeros p65/p65 aunque también contiene dímeros 
p65/RelC, mientras que la banda (B), que contiene al menos dos bandas que no hemos 
conseguido separar, contiene dímeros que incluyen p65 mayoritariamente, siendo el dímero 
más abundante p65/p50 seguido de p65/RelC. Sin embargo, la ausencia de diferencias entre el 
súper-retardo de las células transfectadas con hSpry2-wt y hSpry2-Y55F no ayuda a explicar la 
distinta capacidad activadora de NF-κB entre ambas proteínas por ensayos luciferasa en células 
HeLa. 
Por lo tanto en las células SW480-ADH, la presencia de hSpry2-wt y hSpry2-Y55F favorece la 
formación de dímeros p65/p50 frente a p65/p65. Es posible, que en células y/o con estímulos 
en los que el dímero mayoritario de NF-κB que se activa sea la pareja p65/p50, la 
sobreexpresión de hSpry2-wt/Y55F altere la composición de los dímeros. Las proteínas hSpry2 
no son las únicas cuya sobreexpresión afecta a la composición de dímeros NF-κB activados. La 
sobreexpresión de la proteína miotrofina/V-1 favorece la formación de dímeros p65/p65 y 
p50/p50 en detrimento de los p65/p50 (Knuefermann et al., 2002). Esta proteína cuya 
localización es mayoritariamente citoplasmática aunque también está presente en el núcleo, 
interacciona y se co-transloca al núcleo con p65 (Das et al., 2008). hSpry2-wt/Y55F también 
parecen tener una localización parcialmente nuclear (Figura 25) y también interaccionan con 
p65 (Figura 33). 
El homodímero p65/p65 ha sido descrito como un inhibidor transcripcional (Guttridge, et al., 
2000; Nagarajan et al., 2000), pero también como un activador (Marui et al., 2005; Ritchie et 
al., 2004). Es posible que los dímeros p65/p65 y p65/p50 se unan/activen preferentemente a 
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promotores distintos en células SW480-ADH como ya se ha descrito para otros dímeros NF-κB 
(Ritchie et al., 2004; Kunsch et al., 1992; Leung et al., 2004; Hoffmann et al., 2003). De ser 
así, hSpry2 estaría seleccionando qué genes, dependientes de NF-κB, se estarían activando 
transcripcionalmente en células SW480-ADH.  
 
Figura 37. La sobreexpresión de hSpry2-wt o de hSpry2-Y55F en células SW480-ADH afecta a la
naturaleza de los dímeros NF-κB que se unen a los sitios consenso κB. Los extractos nucleares de las
células SW480-ADH transfectadas establemente con hSpry2-wt, hSpry2-Y55F o vector (φ) fueron
utilizados en ensayos de súper-retardo en gel (ver Materiales y Métodos). Extractos nucleares de células sin
estimular (panel superior) o estimuladas con 50 ng/ml TNFα (panel inferior). Los números a la derecha de
ambos paneles indican las bandas retardadas: (1) súper-retardo de p65 mayoritariamente, pero también de
p50, p52 y RelB; (2) súper-retardo de p50; (3) súper-retardo de p65 y p50; (A) y (B) señalan la altura a la
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3l. LA SOBREEXPRESIÓN DE hSPRY2-Y55F TAMBIÉN AFECTA A LA 
ACTIVACIÓN TRANSCRIPCIONAL DE NF-κB EN CÉLULAS SW480-ADH 
 
Se quiso corroborar, que el mutante Y55F de hSpry2 tenía efectos en la activación 
transcripcional de NF-κB en las células SW480-ADH, tal y como ocurre en células HeLa. Como 
se muestra en los ensayos luciferasa de la Figura 38, la activación que produce el TNFα en 
estas células es muy débil en comparación con los valores que se obtienen para HeLa. Los 
valores absolutos de inducción de Luciferasa/Renilla son altos de por sí, incluso en las células 
SW480-ADH sin estimular transfectadas con vector (datos no mostrados), lo que 
probablemente es debido a la activación constitutiva de NF-κB en este tipo celular ya descrita 
en la bibliografía (Agarwal et al., 2005; Voboril y Weberova-Voborilova, 2006). De hecho, en los 
ensayos EMSA de estas células, los dímeros NF-κB que se unen a la sonda en ausencia de 
estimulación o tras la estimulación con TNFα son los mismos (Figura 36C), aunque la intensidad 
de las bandas retardadas es muy diferente.  
Es llamativo, que a pesar de la poca activación en ensayos luciferasa que el TNFα produce en 
estas células, la diferencia entre las intensidades de las bandas retardadas que se observan por 
ensayos EMSA sean tan marcadas y, además, de dímeros NF-κB que en principio son 
transcripcionalmente activos (Figura 36C). Podría estar ocurriendo, que la activación 
constitutiva sea lo suficientemente alta como para saturar los ensayos luciferasa o que, incluso, 
no haya suficientes co-activadores disponibles para la activación del gen promotor. Estos 
resultados indican, que en estas células, el TNFα inicia todos los mecanismos necesarios para la 
activación de NF-κB, que incluyen la degradación del IκBα (Figura 36B), la translocación de NF-
κB al núcleo y la unión a las secuencias consenso κB (Figura 36C), no obstante, esto no se 
refleja en la activación transcripcional de NF-κB por ensayos luciferasa.  
Aunque no existe una relación clara entre la secuencia del sitio κB y lo dímeros que se unen a 
la misma (Chen-Park et al., 2002; Fujita et al., 1992), los sitios κB en los promotores para de 
los genes para una determinada proteína están muy conservados entre especies (Hoffmann et 
al., 2003). Así los promotores de los genes para MCP-1 e IL-10 difieren en un nucleótido de una 
secuencia de 10 que forman su sitio κB (Hoffmann et al., 2003), sin embargo la transcripción 
del primero no requiere de la presencia de p50 mientras que la del segundo sí. Esto datos 
apunta a que no todos los dímeros NF-κB son capaces de activar todos los promotores con 
sitios κB, por lo que es posible, que nuestro gen reportero no sea el adecuado para detectar la 
activación transcripcional de NF-κB en las células SW480-ADH.  
No obstante, sí existe una leve activación transcripcional de NF-κB cuando el mutante 
hSpry2-Y55F se sobreexpresa (Figura 38), que es más notable en condiciones de estimulación 
con TNFα. Teniendo en cuenta la baja activación de NF-κB que promueve el TNFα, podemos 
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decir que la sobreexpresión de hSpry2-Y55F produce una activación que, aunque 
cuantitativamente es pequeña, es significativa.  
 
Es posible que hSpry2-wt inhiba/module la activación transcripcional de NF-κB en distintos 
puntos de la vía. El hecho de que hSpry2-wt interaccione con p65 y con TRAF2, una proteína 
fundamental en la ruta de activación de NF-κB, y que la cantidad de proteína hSpry2-wt esté 
regulada por TNFα (Ding y Warburton, 2008), sugieren un papel de hSpry2-wt en esta vía. El 
procesamiento de pre-TNFα a TNFα libre está mediado por la proteasa TACE2 (Black et al., 
1997), cuya activación está regulada por ERK en macrófagos activados por LPS (Rousseau et 
al., 2008). Es posible que la sobreexpresión de hSpry2-Y55F active ligeramente la activación de 
ERK y que ello regule el procesamiento de pre-TNFα. También podría ocurrir que hSpry2-Y55F 
facilite la oligomerización de TRAF2 y del complejo proteico necesario para que se inicie la 
activación de NF-κB. El por qué el mutante Y55F de hSpry2 lo haría y la forma wt no, esta aún 
por dilucidar. También es posible, que hSpry2-wt no influya en la activación de NF-κB, pero sí 
module qué dímeros de NF-κB se están activando y, por lo tanto, qué genes dependientes de 
NF-κB se están expresando en respuesta a TNFα u otros estímulos, de hecho los niveles de 
proteína hSpry2 están controlados por factores de crecimiento como el EGF o el FGF (Sasaki et 
Figura 38. La sobreexpresión de hSpry2-Y55F en células SW480-ADH afecta a la activación 
transcripcional de NF-κB. Células SW480-ADH,  establemente transfectadas con vector (φ), hSpry2-wt o 
hSpry2-Y55F fueron transfectadas con los plásmidos de NF-κB-Luc y renilla (ver Materiales y Métodos). 
Tras 18 h privadas de suero, fueron estimuladas, o no, con 50 ng/ml TNFα durante 5h. Los datos obtenidos 
se representan normalizados respecto al obtenido para las células transfectadas con vector y sin estimular. 
[*p<0,05 vs células transfectadas con vector y sin estimular (test-t); § p<0,01 vs células transfectadas con 
vector y estimuladas con TNFα (test-t)]. Este histograma es representativo de tres ensayos 
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al., 2001, Rubin et al., 2005), así como por TGFβ (Ding et al., 2007) y por el propio TNFα (Ding 
y Warburton, 2008).  
En los últimos años se está profundizando en la importancia que la compartimentalización 
subcelular tiene en la transducción de señales. El TNFRI activado es endocitado y, al igual que 
lo que ocurre con otros receptores, es capaz de señalizar desde los endosomas, aunque 
aparentemente, el TNFRI inicia distintas vías de señalización cuando está en membrana 
plasmática o en endosomas (Schneider-Brachert et al., 2004 y 2006; Pober et al., 2005). Así 
desde la membrana plasmática activa NF-κB, mientras que desde los endosomas tempranos 
activa la vía apoptótica. Se ha descrito, que hSpry2 media la activación sostenida de ERK 
inducida por EGF, puesto que retrasa la transición endosoma-temprano/endosoma-tardío del 
EGFR (Kim et al., 2007a). Dado que mSpry2 disminuye los efectos apoptóticos de TNFα en 
fibroblastos murinos (Ding y Warburton, 2008), cabe la posibilidad de que Spry2 dificulte la 
endocitosis o algún otro paso en la internalización del TNFRI, mimetizando los efectos que tiene 
sobre el EGFR.  
Son muchas las preguntas que quedan por responder. Puesto que hSpry2 es un inhibidor de 
ERK, una pregunta inmediata a contestar, es el efecto que hSpry2 tiene en la vía de las MAPKs 
tras la estimulación con TNFα. Por otro lado, se podían utilizar inhibidores químicos o 
dominates negativos que actúen por encima de IκBα para determinar en qué punto de la vía de 
activación de NF-κB está actuando hSpry2-Y55F. Sería interesante saber, si hSpry2 influye en la 
activación de NF-κB cuando ésta es inducida por otros receptores de la superfamilia de TNFα. 
Se debería averiguar si en células SW480-ADH transfectadas con hSpry2, el patrón de genes 
que se activan es diferente en respuesta a TNFα y en condiciones de no estimulación, en 
comparación con células transfectadas con vector. Así se verificaría, que la diferencia en los 
dímeros NF-κB que se activan cuando hSpry2 está sobreexpresado, efectivamente afectan a la 
selección de genes con sitios κB que se están expresando. Otro efecto que se podría comparar, 
es la susceptibilidad a la apoptosis entre células transfectadas con vector o hSpry2.  
 
 
En esta tesis se han estudiado las rutas de señalización de dos mediadores de la respuesta 
inflamatoría, PGA1 y TNFα. Se ha comprobado que PGA1 une y activa a H-, N- y K-Ras. 15dPGJ2 
es considerada mayoritariamente como una prostaglandina antiinflamtoria y antitumoral, no 
obstante la formación de papilomas inducidos con DMBA y TPA en ratones, es mayor cuando se 
emplea esta prostaglandina (Millán et al., 2006). Es posible que la activación de Ras por PGA1  
tenga efectos similares a los de 15dPGJ2 en este modelo experimental. En este trabajo también 
se ha constatado que la activación de ERK inducida por PGA1 es inhibida por hSpry2. Esta 
observación abre el abanico de estímulos cuya activación de ERK están afectados por hSpry2.  
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También se ha estudiado la implicación de hSpry2 en la vía de NF-κB. hSpry2 debería tener 
propiedades antitumorales puesto que inhibe la proliferación celular al inhibir ERK, y esto es lo 
que sugiere el hecho de que la expresión de hSpry2 esté disminuída en tumores de mama y 
pulmón y en linfomas B difusos (Sutterlüty et al., 2007; Shaw et al., 2007; Lo et al., 2004; 
Sánchez et al., 2008). Pero hSpry2 está sobreexpresado en otros tumores como en melanomas 
(Bloethner et al., 2005). Este efecto puede ser debido a la activación constitutiva de ERK, como 
es el caso de melanomas que presentan B-Raf oncogénico (Tsavachidou et al., 2004; Davies et 
al., 2002), pero tal vez, hSpry2 no sea un actor pasivo en el proceso tumorogénico, y su 
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I. LA PROSTAGLANDINA CICLOPENTENONA PGA1 FORMA  
ADUCTOS DE MICHAEL CON H-RAS.  
II. ESTA UNIÓN COVALENTE SE PRODUCE CON UNA 
ESTEQUIOMETRÍA 3:1, Y AFECTA A LAS CISTEÍNAS 118, 
181 Y 184, SIENDO MODIFICADA MAYORITARIAMENTE 
LA CISTEÍNA 118. 
III. LA UNIÓN DE PGA1 PROVOCA LA ACTIVACIÓN DE H-
RAS Y LA MUTACIÓN DE LA CISTEÍNA 118 DISMINUYE 
DE FORMA MARCADA DICHA ACTIVACIÓN.  
IV. hSPRY2 INHIBE LA ACTIVACIÓN DE ERK/ELK1 
INDUCIDA POR PGA1. 
V. hSPRY2 NO AFECTA A LA ACTIVACIÓN DE RAS 
INDUCIDA POR PGA1. 
VI. LA SOBREEXPRESIÓN DEL MUTANTE hSPRY2-Y55F 
AUMENTA LA ACTIVACIÓN TRANSCRIPCIONAL DE NF-
κB.  
VII. hSPRY2-WT Y hSPRY2-Y55F INTERACCIONAN IN VIVO 
CON LAS PROTEÍNAS TRAF2 Y p65. 
VIII. LA SOBREEXPRESIÓN DE hSPRY2-WT Y hSPRY2-Y55F 
NO AFECTA A LOS DÍMEROS NF-κB QUE SE DETECTAN 
POR ENSAYOS DE EMSA EN CÉLULAS HeLa, PERO SÍ EN 
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